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Resumen 
En los últimos años, la investigación y el desarrollo de materiales con propiedades de 
biocompatibilidad y/o biodegradabilidad se han convertido en un vector de gran importancia 
en la ciencia de materiales. Con este propósito, hay una tendencia a abandonar antiguos 
materiales que pueden generar problemas a la hora de deshacernos de ellos y buscar 
materiales que puedan ser fácilmente biodegradables o que puedan ser regenerados sin 
demasiada dificultad. 
En el presente PFC se han estudiado diferentes condiciones de autoensamblaje (self-
assembly) de los dipéptidos y tetrapéptidos de fenilalanina [(Phe)2, (Phe)4] para la formación 
de materiales nanoestructurados con una potencial aplicación biomédica. En la misma línea, 
también se han estudiado los (Phe)4  modificados con Fmoc (Fluorenilmetiloxicarbonilo) en 
el extremo N-terminal y/o C-terminal y con Bzl (Benzoílo) en el extremo C-terminal. 
Estos péptidos basados en fenilalanina son moléculas hidrofóbicas debido al anillo 
aromático que constituye su grupo lateral, por ello, en un medio hidrofílico son capaces de 
autoensamblarse y dar lugar a nanoestructuras tales como nanofibras, nanotubos o 
nanoesferas. El autoensamblado de los péptidos fue realizado mediante la disolución de los 
péptidos en solventes de distintas polaridades, a continuación se eliminaron los solventes 
por el método de evaporación de gota. El proceso de evaporación de las gotas fue realizado 
a temperatura controlada (4ºC y 25ºC).  
Finalmente, la morfología de las nanoestructuras obtenidas fue estudiada mediante 
microscopía óptica, microscopía electrónica de barrido (SEM) y microscopía de fuerza 
atómica (AFM). Estas nuevas nanoestructuras pueden tener potenciales aplicaciones tales 
como nuevos biomateriales para el encapsulamiento y liberación controlada de fármacos.  
La capacidad de conocer profundamente el proceso de autoensamblaje y ser capaces de 
controlarlo, resultaría en obtener materiales de gran versatilidad en cuánto a posibles 
aplicaciones y podrían derivar en una nueva vía para el tratamiento de ciertas 
enfermedades, como el Alzheimer, en las que el proceso de autoensamblaje se relaciona 
directamente con la aparición de dicha enfermedad.  
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1. Prefacio 
1.1. Origen del proyecto 
El presente proyecto tiene su origen en el grupo de investigación Polímers Sintètics, 
Estructura i Propietats (PSEP) del departamento de Ingeniería Química de la ETSEIB. El 
proyecto se enmarca en el área de conocimiento de los Biopolímeros donde las proteínas y 
polipéptidos ocupan un lugar importante como macromoléculas fundamentales para 
diversos procesos biológicos. Así, el estudio de los péptidos basados en fenilalanina (p.e. 
(Phe)2, (Phe)4) tiene como ámbito de aplicación la biomedicina. También cabe indicar, que 
en este PFC se estudia el proceso de autoensamblaje de péptidos, siendo el primer 
proyecto realizado dentro de esta temática y por lo tanto, el grupo de investigación PSEP 
abre una nueva senda de investigación por la cual avanzar. 
 
1.2. Motivación 
La motivación de este proyecto surge de la posibilidad de generar nanoestructuras 
ordenadas con la finalidad de ser utilizadas en aplicaciones biomédicas. Las 
nanoestructuras son ensambladas con mínimo  consumo de energía, ya que es un proceso 
favorable termodinámicamente y que por lo tanto se produce de manera espontánea al 
encontrarse los péptidos en disolución en unas ciertas condiciones. El desarrollo de un 
scale-up de esta técnica podría conllevar un gran ahorro en términos energéticos que 
intrínsecamente conllevaría una reducción del impacto sobre el medio ambiente. 
No menos importante, sería el impacto que generaría en sus aplicaciones en biomedicina. El 
desarrollo de estos materiales nanoestructurados, traería consigo una nueva generación de 
biosensores, sistemas de liberación de fármacos, nanorreactores, etc. Dentro de unos años 
podrían revolucionar la medicina moderna. 
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1.3. Requerimientos previos 
Para realizar este proyecto es necesario tener una base de conocimientos científicos y 
técnicos sobre la estructura y las propiedades de los péptidos. También es necesario tener 
unos conocimientos previos de las principales interacciones que se pueden producir: por 
puentes de hidrógeno, iónicas, hidrofóbicas, etc.  
Se ha realizado una búsqueda bibliográfica para una primera introducción en el tema del 
autoensamblaje de péptidos, en esta introducción se abordan conceptos en referencia al 
principio del proceso de autoensamblaje, nanoestructuras formadas, sus posibles 
aplicaciones y técnicas de caracterización de sólidos (SEM y AFM).  
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2. Objetivo 
El objetivo general de este proyecto consiste en el estudio del autoensamblado de 
dipéptidos y tetrapéptidos basados en  el aminoácido fenilalanina. Para ello, se establecerán 
las condiciones en las cuales estos péptidos se organizan y conforman mediante el proceso 
de  autoensamblaje o self-assembly. Asimismo, el objetivo también abarca la caracterización 
morfológica del tipo de nanoestructura generada  mediante los métodos de microscopía 
electrónica de barrido (SEM) y microscopía de fuerza atómica (AFM). 
2.1 Objetivos específicos 
Los objetivos específicos fueron planteados en base a dos etapas necesarias para el 
desarrollo del PFC. En la primera etapa se plantearon objetivos encaminados a estudiar el 
autoensamblaje del dipéptido de fenilalanina ((Phe)2). La experiencia obtenida en esta 
primera etapa fue aplicada para el desarrollo de la segunda etapa del PFC, la cual 
correspondió al estudio del autoensamblado de tetrapéptidos de fenilalanina ((Phe)4). Así, 
los objetivos específicos fueron:  
1. Contrastar el autoensamblado del dipéptido (Phe)2 de acuerdo a los protocolos 
descritos en la literatura.  
2. Caracterizar por diversos métodos de microscopía (óptica, SEM y AFM) las 
nanoestructuras obtenidas por autoensamblaje para el dipéptido (Phe)2.  
3. Proponer condiciones de autoensamblado para los tetrapéptido (Phe)4. Inicialmente, 
estas nuevas condiciones serán ensayadas con el dipéptido (Phe)2 para establecer 
su viabilidad y perspectivas de aplicación. 
4. Caracterizar las morfologías de las nanoestructuras de los dipéptidos (Phe)2 en las 
nuevas condiciones de autoensamblado. La caracterización morfológica será 
realizada por métodos de microscopía óptica, SEM y AFM. 
5. Establecer las condiciones de autoensamblado de los tetrapéptidos (Phe)4. Luego, 
de caracterizar la morfología de estas nanoestructuras, se realizará un análisis 
comparativo entre las nanoestructuras autoensambladas para el dipéptido y 
tetrapéptido basados en fenilalanina.  
6.  Estudiar las condiciones para el autoensamblado de tetrapéptidos (Phe)4 
modificados con Fmoc (Fluorenilmetiloxicarbonilo) en el extremo N-terminal y/o C-
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terminal y con Bzl (Benzoílo) en el extremo C-terminal (p.e. Fmoc-(Phe)4-OH, Fmoc-
(Phe)4-OFm, y Fmoc-(Phe)4-Bzl). 
7.  Caracterizar por métodos de microscopía óptica, SEM y AFM las morfologías de los 
tetrapéptidos (Phe)4 modificados. El análisis de las nanoestructuras será realizado 
comparativamente con el dipéptido y tetrapéptido sin modificar. 
2.2 Alcance del proyecto 
El proyecto incluye la reproducción de las condiciones para el self-assembly de (Phe)2 
y la caracterización de sus nanoestructuras formadas. Las condiciones de 
autoensamblado que se estudiaran corresponden a los parámetros de temperatura, 
disolventes utilizados y concentración de los péptidos. Esta primera etapa del PFC fue 
realizada a modo de adiestramiento para el manejo de las técnicas de 
autoensamblado y métodos de caracterización de las nanoestructuras formadas. La 
segunda etapa del proyecto consiste en el estudio del autoensamblaje de la familia de 
tetrapéptidos basados en fenilalanina, donde se incluyen tetrapéptidos modificados 
con Fmoc (Fluorenilmetiloxicarbonilo) en el extremo N-terminal y/o C-terminal y con Bzl 
(Benzoílo) en el extremo C-terminal (p.e. Fmoc-(Phe)4-OH, Fmoc-(Phe)4-OFm, y 
Fmoc-(Phe)4-Bzl). Posteriormente, las estructuras autoensambladas fueron 
caracterizadas y analizadas de manera comparativa tanto con los dipéptidos como con 
los tetrapéptidos sin modificar. A partir de este análisis se derivan hipótesis sobre el rol 
funcional que juegan los extremos N-terminal y C-terminal en el autoensamblaje de los 
péptidos. 
Estas nuevas nanoestructuras autoensambladas pueden tener potenciales 
aplicaciones como nuevos biomateriales para el encapsulamiento y liberación 
controlada de drogas y/o fármacos.  Así, el manejo del proceso de autoensamblaje de 
estos péptidos permite establecer una ventana de control para conseguir 
conformaciones autoensambladas versátiles que podrían ser aplicadas en el ámbito 
biotecnológico y biomédico para el tratamiento de ciertas enfermedades en las que el 
proceso de autoensamblaje de péptidos se relaciona directamente con la ocurrencia 
de dicha enfermedad (p.e. enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer). 
En este sentido, es clara la importancia y relevancia del actual PFC. Finalmente, desde 
la descripción, análisis y discusión de los resultados logrados en este estudio sobre las 
nanoestructuras autoensambladas de los dipéptidos y tetrapéptidos basados en 
fenilalanina, se exponen algunas recomendaciones para futuros proyectos que 
continúen en esta línea de investigación. 
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3. Materiales para aplicaciones biomédicas 
3.1 Polímeros biodegradables 
Los polímeros biodegradables son ampliamente utilizados para diversas funciones en el 
mundo de la medicina. Es importante establecer la diferencia entre que un polímero pueda 
considerarse un biomaterial y que éste sea material. Un biomaterial es aquel que puede 
estar en contacto con un tejido vivo, organismo o microorganismo sin efectuar 
consecuencias negativas sobre él[1]. Cómo ejemplos podemos ver el uso de polietileno de 
ultra alto peso molecular (UHMWPE) y politetrafluoroetileno (PTFE) para prótesis óseas, 
polimetilmetacrilato (PMMA) para prótesis oculares y odontológicas. 
En cambio un polímero biodegradable es aquel que es susceptible de degradarse mediante 
acción biológica a través de microorganismos o bien enzimas reduciendo así su peso 
molecular[1]. El poli(ácido láctico) PLA, poli(ácido glicólico) PGL, polianhídridos, poliuretanos 
y poliureas son algunos de los ejemplos de polímeros biodegradable que existen y que son 
susceptibles de biodegradación. El PLA, PGA y sus copolímeros son empleados con 
recurrencia en suturas quirúrgicas y para elementos de fijación ósea. Se pueden encontrar 
muchas otras aplicaciones, por ejemplo, la formación de piel artificial creada a partir de 
polímeros naturales cómo el colágeno, la quitina y la poli-L-leucina [2]. 
Tabla 3.1 Aplicaciones para diversos materiales poliméricos 
MATERIAL APLICACIÓN 
PMMA Cemento óseo, dientes artificiales, lentes intraoculares 
PHEMA Lentes de contacto blandas 
Poliacetales Válvulas cardiacas 
Poliamidas Suturas 
Policarbonatos Membranas de oxigenación y hemodiálisis, conectores 
Poliésteres 
Injertos vasculares, globos para angiplastia, suturas y 
reparaciones para hernias 
Poli(imidas) Componentes estructurales, catéteres 
Poli(olefinas) Suturas, globos para angioplastia, catéteres, jeringas 
Elastómero de 
poliolefinas Tubos, corazones artificiales, catéteres 
Poli(sulfonas) Componentes estructurales y ortopedia 
Poliacrilonitrilo Membranas para diálisis 
Poli(anhídridos) Liberación controlada 
Poli(caprolactonas) Suturas y liberación controlada 
Colágeno Recubrimientos y reconstrucción tisular 
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3.2. Péptidos 
Los péptidos son moléculas formada por la unión de varios aminoácidos mediante enlaces 
peptídicos, si la molécula contiene más de 50 aminoácidos se considera proteína. 
Recientemente los péptidos han sido objeto de interés de investigadores debido a sus 
potenciales aplicaciones en medicina, biología y nanotecnología [3]. Este potencial reside en 
la capacidad que tienen algunos oligopéptidos (cómo máximo 5 aminoácidos) de formar 
diferentes nanoestructuras con un gran potencial para desarrollar funciones y características 
muy útiles en el campo de la medicina que más adelante serán comentadas. Cómo se 
puede observar en la Figura 3.1 distinguiremos los extremos de la molécula en extremo N-
terminal y extremo C-terminal. 
 
Figura 3.1 Estructura de un dipéptido 
A continuación se presentan y se describen 2 compuestos con los que se efectuará el 
desarrollo y la investigación de este proyecto. Estos compuestos están basados en un 
aminoácido esencial: la fenilalanina (Phe). 
 
Figura 3.2 Estructura molecular Phe 
Se denomina esencial debido a que el cuerpo no es capaz de sintetizarlo por sí mismo y ha 
de ser adquirido mediante alimentos. La fenilalanina se encuentra de forma natural en 
alimentos ricos en proteínas, tanto de origen animal: carnes rojas, pescado, huevos, 
productos lácteos cómo de origen vegetal: garbanzos, espárragos, cacahuetes, 
lentejas[4][5]. 
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3.2.1 Dipéptido 
El dipéptido utilizado ha sido la difenilalanina (H-(Phe)2-OH, también PhePhe y (Phe)2) que 
es un oligopéptido que consta de dos unidades de fenilalanina. La molécula (Phe)2 es una 
molécula de carácter polar, debido en gran parte a los anillos de benceno  que posee. Aun 
así es capaz de establecer uniones de carácter polar como los puentes de hidrógeno debido 
a la presencia de sus grupos –NH2,-NH- y –OH. 
 
Figura 3.3 Estructura molecular (Phe)2 
En este proyecto se ha trabajado inicialmente con la difenilalanina para tratar de reproducir 
resultados reportados en la bibliografía en que se obtenían nanotubos y nanofibras 
mediante la técnica de self-assembly. También se modificaron algunas condiciones del 
autoensamblaje para comprobar los posibles cambios en las estructuras formadas. Así 
pues, los datos obtenidos con (Phe)2 se han utilizado como punto de partida en la 
investigación de las condiciones de formación de nanoestructuras para el tetrapéptido. 
3.2.2 Tetrapéptido 
En este proyecto se han llevado a cabo estudios con 4 tetrapéptidos basados en la 
fenilalanina [(Phe)4]. La síntesis de péptidos puede dar lugar a compuestos distintos 
variando el grupo protector que se encuentra en las posiciones terminales de la molécula, 
entonces encontraremos que la diferencia entre los 4 compuestos radica en sus grupo 
protectores. 
El primer compuesto consiste en el tetrapéptido sin proteger, el segundo está protegido por 
uno de los extremos por el grupo Fmoc. Los otros dos compuestos están protegidos en cada 
unos de sus extremos, los dos extremos con Fmoc y el último con Fmoc y Bzl. 
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Figura 3.4 Estructura molecular H-Phe-Phe-Phe-Phe-OH 
 
 
Figura 3.5 Estructura molecular Fmoc-Phe-Phe-Phe-Phe-OH 
 
 
Figura 3.6 Estructura molecular Fmoc-Phe-Phe-Phe-Phe-OFm 
 
 
Figura 3.7 Estructura molecular Fmoc-Phe-Phe-Phe-Phe-OBzl 
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Con estas nuevas líneas de péptidos se han estudiado diferentes condiciones de 
autoensamblaje: cambio de solvente, temperatura de evaporación del solvente, 
concentración. Después de la realización de las disoluciones para el self-assembly y se 
haya evaporado el disolvente completamente se comprobará las morfologías que se han 
formado.  
Según los resultados obtenidos se ha avanzado de una forma o de otras según el 
tetrapéptido que ha sido utilizado, ya que se pueden obtener resultados distintos 
dependiendo de la polaridad, la masa molecular o la longitud de las moléculas involucradas 
en el proceso de self-assembly.            
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4. Nanoestructuras de péptidos mediante self-
assembly 
Recientemente las nanoestructuras basadas en péptidos (PBN) generadas mediante self-
assembly se han revelado cómo uno de los biomateriales con más ventajas, interés y 
potencial de estudio e investigación en el campo de la nanotecnología[6]. Esto se debe a 
que la formación de nanoestructuras ordenadas a través de un proceso espontáneo de auto-
asociación es uno de los enfoques de avance en la nanotecnología moderna. Los péptidos, 
además poseen un interés añadido: tienen la biocompatibilidad y la diversidad química 
necesaria para aplicaciones dirigidas a la biología y medicina[3]. 
4.1 Self-assembly. Generalidades, interés y ventajas 
El proceso de self-assembly genera nanoestructuras de diferentes formas y tamaño a partir 
de la interacción de moléculas que son gobernadas generalmente por fuerzas 
electrostáticas, hidrofóbicas, fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrógeno e 
interacciones aromáticas en los enlaces π-π[7]. A pesar de que estás fuerzas 
individualmente no son muy fuertes, en una cierta cantidad son capaces de lograr 
estructuras estables que podrán actuar de vehículo en aplicaciones biomédicas. 
 
Figura 4.1 Interacciones electrostáticas en péptidos [8] 
Por otro lado, una característica que presentan los péptidos es la posibilidad de formar 
estructuras denominada lámina β (β-sheet). La estructura β-sheet es una de las estructuras 
secundarias posibles que puede ser adoptada por las proteínas y que también pueden 
presentar los péptidos, ya que también poseen aminoácidos. Esta conformación se produce 
cuando dos cadenas de la misma proteína (en nuestro caso del péptido) se posicionan 
paralelamente.  
Este posicionamiento en paralelo permite que los grupos N-H de una cadena formen 
puentes de hidrógeno con los grupos C=O de la cadena opuesta. Es una estructura de gran 
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estabilidad, que como ya se verá más adelante en este proyecto dotará de gran resistencia 
antes diferentes medios adversos a ciertas nanoestructuras que presentan láminas β-sheet. 
Una característica fundamental de las β-sheet y que será especialmente favorable para el 
proceso de autoensamblaje es que son estructuras hidrófobas. Este hecho hará que el 
péptido en cuestión, cuando se encuentre en un medio hidrofílico repela las moléculas de 
agua y establezca una nueva conformación que puede llegar a dar lugar a una 
nanoestructura como pueden ser nanofibras, nanotubos o nanoesferas. 
 
Figura 4.2 Interacciones entre moléculas de β-sheets cercanas de PhePhe a) β-sheets de dipéptidos 
enlazados mediante puentes de hidrógeno. b) Interacciones iónicas entre moléculas basadas en 
dipéptidos. c) Fragmento de una disposición tubular de láminas β-sheets de dipéptidos. [9] 
Este tipo de estructuras está muy presente en sistemas biológicos, tanto como para realizar 
su propia función biológica pero también para formar parte de un proceso patogénico, e.g. la 
formación de membranas mediante self-assembly de fosfolípidos, la doble hélice del ADN a 
través de puentes de hidrógeno específicos, así como la formación de fibrillas de amiloides, 
de gran relevancia en desordenes y enfermedades neurológicas cómo el Alzheimer. Se ha 
identificado como causa del Alzheimer, la presencia de fibras insolubles formadas mediante 
self-assembly de fragmentos que contienen PhePhe de la proteína amiloide-β 42 [6][10].  
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Figura 4.3 Interacción π-π entre moléculas de Fmoc-Phe-Phe-OH 
Trabajar con PBN presenta diversas ventajas a tener en cuenta. La primera de ellas reside 
en el hecho de que no requiere de condiciones agresivas para su obtención, generalmente 
estas arquitecturas moleculares se pueden obtener a temperatura ambiente, en solución 
acuosa y sin necesidad de un equipo especializado para su obtención. Comparado con la 
síntesis de nanotubos de carbono, que requieren altas temperaturas y un equipo 
adecuadamente especializado, las suaves condiciones que requieren las PBN son un factor 
a tener en cuenta. Por otro lado, la capacidad de funcionalización de estas moléculas las 
hace perfectas candidatas para aplicaciones en biosensores. Componentes funcionales 
tales cómo anticuerpos, enzimas, partículas magnéticas y metálicas han sido incorporadas 
en PBN’s [11][12]. Por último, cabe destacar la biocompatibilidad presente en estos 
materiales. En diversos estudios se ha comprobado el crecimiento celular y de tejidos en 
presencia de fibras auto-ensambladas de péptidos y en hidrogeles, de todos modos aún son 
necesarios más estudios para evaluar la biocompatibilidad y la immunocompatibilidad con tal 
de poder ser aplicadas en humanos[6]. Un avance en los estudios respecto a la 
biocompatibilidad de estos materiales permitiría un uso en liberación de fármacos en 
humanos. 
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Figura 4.4 Nanoestructuras formadas a partir de PhePhe [8]  
Hay diferentes variables que influyen el proceso de auto-ensamblaje, por lo tanto 
dependiendo  de las condiciones en que se produce el self-assembly se pueden dar 
diferentes estructuras que pueden dar lugar a diversas aplicaciones. Aun así, quedan 
algunos retos por superar por lo que respecta a la síntesis y manipulación de estas 
nanoestructuras. 
4.2 Tipos de nanoestructuras 
Según el material con el que se trabaje y las condiciones en las que se produzca el self-
assembly la molécula podrá adquirir diversas nanoestructuras o nanoarquitecturas cuya 
funcionalidad hará que difieran sus posibles aplicaciones. 
4.2.1 Nanofibras 
En primer lugar encontramos las nanofibras, que son fibras con diámetros del orden de 
nanómetros. Generalmente se producen fibras de polímeros a partir de la técnica del 
electrospinning y cómo se puede ver en este proyecto el autoensamblaje abre una nueva 
posibilidad de formación de nanofibras basadas en péptidos que no precisan de un consumo 
de energía, como lo ocurre al electrospinning.  
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Figura 4.5 Imagen SEM de nanofibras híbridas de PVA-TL [13] 
4.2.2 Nanotubos 
Los nanotubos poseen la misma morfología exterior que las nanofibras, la diferencia radica 
en que los nanotubos son huecos. Estos huecos son muy útiles ya que le otorgan una 
funcionalidad extra a los nanotubos que las nanofibras no poseen. Los nanotubos más 
conocidos son los nanotubos de carbono debido a que su desarrollo es una revolución para 
la producción de composites con un ratio propiedades mecánicas/ peso muy elevado pero 
requiere unas condiciones de síntesis muy extremas, tanto de presión como de temperatura. 
Otros materiales también son utilizados para la formación de nanotubos, como los de TiO2 
de la imagen que se obtienen mediante la calcinación de nanofibras con base polimérica. De 
nuevo, el desarrollo de nanotubos autoensamblados basados en péptidos supondría un 
gran nuevo abanico de posibles aplicaciones, sobretodo en el campo de la biomedicina ya 
que son materiales biocompatibles y biodegradables. Además la técnica por autoensamblaje 
supone no tener que usar condiciones extremas de síntesis que se traducen en mayores 
consumos energéticos, como ocurre en la formación de nanotubos de carbono que 
requieren altas presiones. 
 
Figura 4.6 Imagen SEM de nanotubos de TiO2 formado por calcinación de nanofibras hibridas de PVA-
TTIP [13] 
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4.2.3 Nanopartículas  
Las nanopartículas, generalmente se definen como partículas que poseen un tamaño entre 
1 y 100 nm. Este tamaño tan pequeño les da a las nanopartículas unas excelentes 
propiedades para todo tipo de fenómenos de transporte ya que poseen una elevada relación 
superficie/volumen. Actualmente hay muchas técnicas desarrolladas para la formación de 
nanopartículas que se pueden clasificar en dos grandes familias: las Top-Down y las 
Bottom-Up.  
 
Figura 4.7 Esquema técnicas Top-Down y Bottom-Up [8] 
Las técnicas Top-Down consisten en partir de partículas de un mayor tamaño y a través de 
técnicas de molienda o desgaste llegar a partículas del tamaño de nanómetros. Por otro 
lado, las técnicas Bottom-Up consisten en la condensación de átomos o moléculas que 
están presentes en una fase gaseosa o bien una solución hasta formar partículas de tamaño 
nano [14]. 
La técnica de self-assembly corresponde a una técnica Bottom-Up dado que se parte de un 
péptido en disolución y debido a interacciones intermoleculares, puentes de hidrógeno y 
fuerzas electrostáticas el péptido se autoensambla para dar lugar a estructuras ordenadas 
dadas como nanopartículas, nanofibras o nanotubos. 
4.2.4 Hidrogeles 
Los hidrogeles son materiales con aspecto de sólido que están compuestos de manera 
mayoritaria por agua. Estos materiales poseen una estructura tridimensional que resultan de 
redes moleculares ensambladas que son capaces de capturar gran cantidad de moléculas 
de agua. Las estructuras 3D se forman a partir de interacciones tales como puentes de 
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hidrógeno, interacciones hidrofóbicas y electrostáticas y en caso de la presencia de anillos 
aromáticos, por interacciones entre los enlaces π-π. 
En el campo de aplicación de formación de hidrogeles, los oligopéptidos tienen un uso 
potencial. Los oligopéptidos cortos, como los basados en difenilalanina, sin extremos 
modificados generalmente fallan a la hora de intentar constituir hidrogeles. Por otro lado los 
oligopéptidos modificados en el extremo N-terminal con grupos tales como Fmoc, dan lugar 
a la formación de hidrogeles de forma eficiente [15]. 
En la Figura 4.8 se pueden ver de forma esquemática las interacciones que tienen lugar en 
el proceso de formación de un hidrogel de un oligopéptido de PhePhe protegido en sus 
extremos por glicina (Gly) y leucina (Leu). 
 
Figura 4.8. Disposición molecular del hidrogelante Gly-Phe-Phe-Leu en estado gel [15] 
4.3 Variables que afectan al proceso de self-assembly 
4.3.1 Building block 
El building block es la unidad más sencilla, que puede ser un átomo o bien una molécula (y 
en nuestro caso se trata de una molécula), de la que se parte para la formación de 
nanoestructuras por la vía Bottom-Up. Por esta razón, dependiendo de la naturaleza de 
nuestro building block, éste tendrá mayor o menor facilidad para el autoensamblaje. 
Dependiendo del building block de partida, se establecerá una delimitación de partida de las 
posibles interacciones que se produzcan entre las moléculas. En el caso de los dipéptidos y 
tetrapéptidos basados en fenilalanina tendrán un papel importante las interacciones por 
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puentes de hidrógeno, debidos principalmente a los grupos –OH y –NH- presentes en los 
péptidos y las interacciones entre los enlaces π-π de los anillos aromáticos de la 
fenilalanina. 
4.3.2 Disolventes principal y cosolvente 
En cuanto a los disolventes utilizados hay que hacer una distinción entre el disolvente 
principal y el cosolvente. Según la afinidad en términos de polaridad del disolvente con el 
sólido a disolver, se determinará la cantidad de sólido que somos capaces de mantener en 
disolución, es decir, la solubilidad. Por otro lado, el cosolvente que se elija para realizar el 
self-assembly tendrá una repercusión a efectos de interacciones entre las moléculas de 
tetrapéptidos y el propio cosolvente. Un cosolvente muy hidrofílico como el agua, favorecerá 
las interacciones de carácter hidrofóbico entre los anillos aromáticos de la fenilalanina y el 
agua, en cambio si se utiliza un cosolvente menos hidrofílico como puede ser el etanol, este 
tipo de interacciones se verán reducidas en cierta medida. 
4.3.3 Concentración 
La concentración es otro de los parámetros de importancia en el proceso de 
autoensamblaje. La concentración no podrá ser demasiado extrema, nos hará falta un 
equilibrio: si la disolución contiene demasiado material concentrado, se puede favorecer la 
formación de agregados de material y que gran parte de éste no llegue jamás a 
autoensamblarse; tampoco podrá ser demasiado diluida ya que entonces nos 
encontraríamos con una disolución con tan poco material que las moléculas estarían 
demasiado aisladas y no se darían interacciones suficientes como para autoensamblarse. 
Por esta razón, los ensayos se realizarán en un intervalo de concentraciones determinado 
para comprobar aproximadamente los mejores valores de concentración en los que se logra 
el self-assembly con éxito. 
4.3.4 Velocidad de evaporación 
La velocidad de evaporación determinará directamente el tiempo que tienen las moléculas 
para autoensamblarse y dar lugar a nanoestructuras. Debido a que el proceso de 
autoensamblaje se produce cuando las moléculas se encuentran en disolución, cuanto 
menor sea la velocidad de evaporación mayor tiempo se encontrarán algunas moléculas en 
disolución y tendrán más tiempo para llegar a autoensamblarse. De la misma manera, a 
mayor velocidad de evaporación las moléculas dispondrán de menos tiempo para el 
autoensamblaje. La velocidad de evaporación en una gota depende de varios factores: 
 Superficie de la gota 
 Velocidad del aire 
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 Temperatura (Presión de vapor) 
 Humedad relativa del aire 
Presión atmosférica Consideraremos como constantes los siguientes factores:  
1. Superficie de la gota: debido a que todas las gotas colocadas en el portaobjetos 
contienen el mismo volumen y se colocan cuidadosamente, consideraremos que la 
variación de la superficie de la gota es mínima 
2. La velocidad del aire: las placas donde se colocan los portaobjetos tienen una 
hendidura de un par de centímetros y además la placa estará tapada durante el 
proceso de evaporación, por lo tanto podremos considerar la velocidad del aire 
constante y prácticamente nula. 
3. Presión atmosférica: Evidentemente la presión atmosférica presenta algunas 
variaciones pero a efectos prácticos se considerara que estamos a una presión 
atmosférica constante. 
Por otro lado, el efecto de la humedad relativa del aire no podemos considerarla constante 
ya que tiene variaciones, pero debido a la ínfima cantidad de disolvente que se utiliza y el 
gran espacio de aire de la habitación comparado con la gota, consideraremos que la 
humedad relativa del aire no afecta de manera importante al desarrollo de la evaporación. 
Por lo tanto el último factor que nos queda es el de la temperatura, que será la variable con 
la variaremos la velocidad de evaporación. Al disminuir la temperatura de T=25 ºC a T=4 ºC, 
disminuimos la presión de vapor de la mezcla y por lo tanto el flujo de disolvente hacia el 
aire será más pequeño y disminuirá la velocidad de evaporación. 
4.4 Estabilidad de nanoestructuras formadas por self-
assembly contra ataques térmicos, químicos y 
proteolíticos 
Una vez los péptidos se han autoensamblado para dar lugar a nanoestructuras, nos 
interesará saber que estabilidad tienen cuando son expuestas a diferentes medios hostiles 
como puede ser a través de ataques térmicos, químicos y proteolíticos. Dependiendo de la 
resistencia que presenten tendrán unos mayores o menores usos potenciales. Si, por 
ejemplo, se utilizan en aplicaciones biomédicas, los péptidos dentro del cuerpo humano se 
pueden estar expuestos a diversos tipos de ataques, sobretodo de tipo químico y 
enzimático. 
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A continuación veremos una serie de estudios de resistencia de nanoestructuras formadas 
por autoensamblaje de péptidos basados en difenilalanina, realizados por el Korea 
Advanced Institute of Science and Technology. 
Inicialmente se formaron nanotubos y nanofibras de PhePhe a partir de una solución de 
PhePhe en el disolvente HFIP. Los nanotubos (imagen A de Figura 4.9) se formaron a partir 
de la evaporación de una gota de solución a presión de saturación de vapor-agua y 
temperatura ambiente. Las nanofibras (imagen B de Figura 4.9) fueron formadas a partir de 
una evaporación inicial de una gota de solución a temperatura ambiente y un posterior 
tratamiento con vapor de anilina a 150 ºC durante 12 h. Los dos tipos de nanoestructuras 
permanecieron en todo momento ligadas a un substrato sólido. 
 
Figura 4.9 Imágenes SEM de las nanoestructuras formadas (imagen modificada de [16]) 
4.4.1 Resistencia a ataques térmicos 
Con el objetivo de evaluar y comparar la estabilidad térmica entre las dos nanoestructuras, 
se expuso tanto a los nanotubos como a las nanofibras a temperaturas de 50 ºC, 100 ºC, 
200 ºC y 250 ºC durante 1 hora. 
 
Figura 4.10 Estabilidad térmica de los PNTs (Peptide Nanotube) y las PNW (Peptide Nanowires) [16] 
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En primer lugar, la estabilidad de la estructura de los nanotubos se ve afectada a partir de 
los 100 ºC. Las flechas que aparecen en las imágenes correspondientes a los nanotubos ( 
Figura 4.10) muestran a 100 ºC una inicial descomposición y seguidamente una granulación 
y pérdida estructural más severa a 200 ºC. Finalmente a 250 ºC los nanotubos se hallan 
completamente desintegrados. 
Por lo que respecta a las nanofibras, presentan una mayor estabilidad térmica que los 
nanotubos. En las imágenes de las nanofibras presentes en la Figura 4.10 se puede 
comprobar que se mantiene la integridad estructural incluso hasta llegar a una temperatura 
de 200 ºC. 
Con estos resultados, se podría obtener como conclusión que en caso de tener que utilizar 
una de las dos nanoestructuras para una aplicación que implique altas temperaturas, sería 
más recomendable utilizar nanofibras. En el caso de que la aplicación requiera temperaturas 
moderadas se puede utilizar tanto nanotubos como nanofibras, dependiendo de la función 
que tenga que cumplir los péptidos. 
4.4.2 Resistencia a ataques químicos 
Para comprobar la estabilidad de las nanoestructuras basadas en péptidos en medios 
químicos duros o extremos, se sometió a las nanofibras a distintas soluciones acuosas con 
pH’s extremos y en varias soluciones con solventes orgánicos de distintas polaridades. Los 
ensayos fueron realizados con nanofibras debido a que los nanotubos se desprendían con 
facilidad del substrato sólido. 
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Figura 4.11 Imágenes SEM de nanofibras de PhePhe en distintos medios químicos [16] 
En el apartado a de la Figura 4.11 podemos observar la apariencia de las nanofibras a un 
pH neutro, y en comparación a pH muy ácido (pH<1) y a un pH muy básico (pH>14). En las 
tres imágenes no se detectan cambios sustanciales en la integridad estructural de las 
nanofibras, de este modo podemos decir que las nanofibras son estables en un amplio 
intervalo de pH. 
En el apartado b, están presentas las imágenes SEM de las nanofibras expuestas a tres 
medios distintos con disolventes polares: etanol, 2-propanol y acetona. En este caso 
tampoco se aprecia ningún cambio de manera significativa respecto la estructura inicial que 
presentaban las nanofibras. 
Por último, en el apartado c se encuentran las imágenes SEM que corresponden a la 
exposición de las nanofibras a tres disolventes apolares distintos: n-hexano, benceno y 
tolueno. De la misma manera que ocurre con los disolventes polares, los disolventes 
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apolares no provocan cambios significativos en la integridad estructural de las nanofibras 
formadas. 
4.4.3 Resistencia a ataques proteolíticos 
El último de los ensayos de resistencia trata de analizar la resistencia de los nanotubos y de 
las nanofibras ante un ataque proteolítico. La proteólisis de nanotubos de difenilalanina ya 
fue reportada en 2003 por Reches y Gazit en una parte de un proceso para obtener 
nanofibras metálicas a partir de nanotubos de fenilalanina producidos mediante 
autoensamblaje. [11] 
Las nanoestructuras fueron sumergidas en una solución con una solución tampón que 
mantenía el pH a 8 que contenía la enzima proteinasa K. A su vez fue incubado a 60 ºC 
para maximizar la actividad enzimática. 
A través de una rápida observación en las imágenes de la Figura 4.12 se puede detectar 
como después de la proteólisis, la estructura del nanotubo queda completamente 
desintegrada. En cambio, la estructura de la nanofibra se mantiene intacta. Para tratar de 
aumentar el ataque proteolítico en la nanofibra, se añadió a la solución se añadió 
dodecilsulfato de sodio (NaDS) al 0,5%. El NaDS es un surfactante aniónico que estimula la 
actividad de la proteinasa K. Aún así, la estructura de la nanofibra permaneció intacta. 
 
Figura 4.12 Imágenes SEM del efecto de la proteólisis en nanotubos y nanofibras [16] 
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Esta diferencia de respuesta entre una y la otra nanoestructura es atribuida a las distintas 
conformaciones y por lo tanto distinta accesibilidad de los solventes en las nanoestructuras. 
En el caso de las nanofibras hay una estructura predominante β-sheet , la cual mejora la 
resistencia ante ataques proteolíticos [17] [18]. El hecho de que haya una estructura β-sheet 
predominante también puede dar la explicación a porqué las nanofibras obtuvieron mejores 
resultados de resistencia ante la temperatura y el ataque químico. 
4.5 Aplicaciones de las nanoestructuras formadas por self-
assembly 
En este apartado se hará un repaso de las posibles aplicaciones de diversas 
nanoestructuras obtenidas mediante técnicas de autoensamblaje y que ya han sido 
reportadas. 
4.5.1 Biosensores y bioreactores 
Los nanotubos basados en péptidos poseen un potencial uso como biosensores. La 
característica principal que los habilita para este tipo de función se debe a los cambios 
conformacionales que pueden presentar las nanoestructuras autoensambladas ante 
estímulos externos. Otro tipo de técnicas consisten en aprovechar la funcionalización que 
poseen los nanotubos basados en péptidos. Si se consigue funcionalizar un nanotubo con 
anticuerpos específicos para un virus, este puede actuar como biosensor especifico para 
dicho virus. 
 
Figura 4.13 Representación esquemática de sensor de virus basado en nanotubo de péptido [19] 
A modo ilustrativo veremos un ejemplo: Se preparó un chip-biosensor a través del self 
assembly del péptido bolanfífilo (también llamados surfactantes bolaformes) bis-(N-a-
amidoglicilglicina)-1,7-heptano dicarboxilato, que fue recubierto con anticuerpos (anticuerpo 
policlonal anti-HSV-2). A su vez fueron depositados en una plataforma con óxidos de silicio. 
Este chip estaba conectado a un par de electrodos de oro para una electroforesis positiva. 
Con este sistema puede ser detectado el virus HSV-2 [19]. 
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Aquí no se acaban las aplicaciones de nanotubos basados en péptidos, otra vía de 
aplicación consta de nanotubos de ferritina que contenían nanopartículas de α-Fe2O3. La 
ferritina es la principal proteína para el almacenamiento de hierro en los vertebrados. Estos 
nanotubos pueden ser utilizados como sensor de gases [20]. También existen sensores 
químicos basados en canales iónicos formados nanotubos de ciclopéptidos para la 
detección de moléculas orgánicas (polianiones).  
Otra aplicación es la de el uso de nanotubos como bioreactores: se han formado nanotubos 
basados en serum humano de albúmina (HSA) y poliarginina (PArg), en la última capa de 
estos se combinaron dos capas (Parg/HSA)2PLA y en la cara más interior la enzima α-
glucosidasa. La glucopiranosida era capaz de pasar a través del nanotubo y era hidrolizada 
debido a la actuación de la α-glucosidasa [21]. 
Biosensores para la detección de neurotoxinas han sido desarrollados a partir del 
autoensamblado de nanotubos de PhePhe funcionalizados con elementos fotoluminiscentes 
que interaccionan con las neuroxinas, que son organofosfatos que inhiben la actividad de la 
acetilcolinestearasa (AChE) en el cerebro (cuya función es hidrolizar el neurotransmisor 
acetilcolina (ACo)). Esta inhibición puede dar lugar la terminación de la transmisión sináptica 
en el sistema nervioso central. Los nanotubos fueron preparados a partir de una disolución 
de PhePhe en HFIP y soluciones etanólicas que contenían complejos de lantánidos 
(fotosensibilizadores/ iones de lantánidos) tales como ácido salicílico/Tb o 1,10-
fenantrolina/Eu. La incorporación de estos complejos de lantánidos aumentó 
significativamente la actividad fotoluminiscente de los iones de Tb y Eu, llevando a una 
eficiente detección de los organofosfatos [22]. 
4.5.2 Liberación controlada de fármacos 
La liberación controlada de fármacos es una de las aplicaciones más prometedoras de los 
PNT. En una gran cantidad de reportes, estudios y libros presentes en la literatura se 
refieren al gran potencial de los PNT como agentes  para la liberación controlada de 
cantidades terapéuticas de una gran variedad de diferentes fármacos. Este potencial se 
debe a sus excelentes propiedades de biocompatibilidad, bioabsorción y capacidad de 
reciclaje. Además los péptidos en una dispersión son capaces espontáneamente de formar 
estructuras de tipo vesicular que les pueden permitir introducirse fácilmente en células 
objetivo[19]. 
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Figura 4.14 Estructura de una vesícula 
El tripéptido NH2-Phe-Phe-Cys ha sido sintetizado y evaluado biológicamente para su 
aplicación en medicina nuclear. La estructura química del tripéptido permite que se enlace a 
receptores de membrana celular (receptores acoplados a proteínas G). Los receptores de 
membrana celular reconocen moléculas extracelulares y activan las vías de transducción de 
señales y respuestas celulares. Este hecho conduce a que el tripéptido se pueda introducir 
en células cerebrales. Las partes del tripéptido correspondientes a la Phe contribuyen a la 
afinidad de enlace con el receptor de membrana celular [23]. Los receptores acoplados a 
proteínas G (GPCR, de sus siglas en inglés: G protein-coupled receptors) representan un 
40% del blanco de la mayoría de medicamentos modernos [24] [25]. 
Dados los hechos anteriores, si se consigue cargar o encapsular fármacos en 
nanoestructuras que se formen mediante self assembly podemos encontrar una nueva línea 
de investigación en agentes de transporte de fármacos hacia las células. 
Cabe indicar que no sólo los nanotubos son capaces de realizar esta función, en la literatura 
existen también experimentos reportados con encapsulación de fármacos en hidrogeles 
basados en Fmoc-PhePhe formados mediante self-assembly. En este experimento se 
realizó la encapsulación de doxorrubicina (Dox) y 5-fluorouracilo (5-Fu), dos fármacos 
ampliamente utilizados en quimioterapia [26]. 
Para la encapsulación de los fármacos en primer lugar se disolvió en fase acuosa el Fmoc-
Phe-Phe junto con el fármaco en cuestión. A continuación, la solución acuosa fue añadida 
gota a gota en una fase orgánica consistente en Vitamina E-TPGS (que actúa como 
surfactante) disuelta en un aceite mineral. 
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Figura 4.15 Esquema del proceso de encapsulación de los fármacos (modificada de [26]) 
Fue estudiada la liberación de los dos fármacos por diálisis en HBS (Hank’s buffered saline, 
solución tampón salina a pH=7,4) a 37 ºC con agitación suave, la concentración del fármaco 
liberado se realizó con HPLC y se representó en % respecto a la concentración inicial de 
fármaco. 
 
Figura 4.16 Liberación de fármaco (%) vs tiempo en horas (modificado de [26]) 
Después de los ensayos se concluyó que sin duda alguna, que la habilidad que tienen las 
nanopartículas de hidrogeles para un potencial uso de éstas como agentes para la 
encapsulación y liberación de fármacos es apropiado. 
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En la literatura se encuentran también experimentos en los que se ha logrado cargar con 
fármacos exitosamente microtubos formados por autoensamblaje de péptidos. El 
experimento se realizó con PhePhe, que fue disuelto en HFIP y posteriormente se le añadió 
agua para dar un medio hidrofílico que diera lugar a la formación espontánea por 
autoensamblaje de micro y nanotubos. Posteriormente una solución con rodamina B (Rh B) 
fue añadida a la solución y se dejó reposar a temperatura ambiente durante toda una noche 
para la acomodación de la Rh B en los microtubos. La solución fue limpiada con agua 
ultrapura para eliminar restos de Rh B en la solución[27]. 
La Figura 4.17 muestra los diferentes procesos de autoensamblaje, desde la interacción 
entre las unidades de PhePhe hasta la formación de nanotubos y la agregación de 
moléculas de Rh B en sus paredes. 
 
Figura 4.17 Representación esquemática de los distintos niveles de self-assembly y su conjugación a la 
RhB [27] 
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Más tarde fue estudiada su liberación con una cinética de primer orden con los resultados 
que muestran la  
 
Figura 4.18 Liberación de Rh B en % vs tiempo en minutos [27] 
Los resultados revelaron que los micro-nanotubos de PhePhe presentan un potencial uso 
para la liberación controlada de fármacos. 
La recopilación de estos ejemplos, que solo son una pequeña fracción de todos los que 
existen en la literatura llevan a la conclusión de que si en este proyecto, se logra el 
autoensamblaje de los tetrapéptidos, se podrá ir más allá y tratar de encapsular fármacos, 
estudiar la capacidad de retención y la liberación controlada de los mismos.  
4.5.3 Otras aplicaciones 
Las nanoestructuras formadas mediante self-assembly presentan una muy extensa gama de 
aplicaciones posibles. Dado que indexar todas las aplicaciones que existen sería demasiado 
extenso, en este apartado se van a presentar algunas de las más relevantes, aparte de los 
biosensores y la liberación de fármacos que son las más prometedoras. 
Uno de los primeros artículos en los que se reportó la aplicación biológica de PNT’s como 
agentes antibacterianos mostraron que los PNT’s son capaces de imitar la imitar la acción 
bactericida del cecropino [28]. El cecropino es un péptido antimicrobiano que fue sintetizado 
por primera vez de la hemolinfa de la Hyalophora cecropia, una polilla gigante autóctona de 
América del norte. Este agente microbiano posee actividad antibacteriana y anticancerígena 
[29]. El mecanismo bactericida que fue propuesto para los PNT’s consistía en la formación 
de nanocanales en la membrana bacteriana que llevaba a la muerte de las bacterias debido 
a un colapso osmótico [30]. 
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Una de las aplicaciones que tiene un gran potencial y que podría revolucionar la 
regeneración de tejidos es el uso de hidrogeles de péptidos formados mediante self-
assembly. Las redes tridimensionales de estos hidrogeles pueden ser de gran utilidad en 
usos como scaffold para ayudar a la recuperación de tejidos. En la literatura, aun así se 
pone de manifiesto que aún hay una limitación en su uso ya que no se conocen de manera 
profunda los mecanismos que conducen al self-assembly, conocerlos implicaría una mayor 
facilidad para diseñar materiales funcionales como pueden llegar a ser los hidrogeles de 
péptidos [31]. 
En un experimento realizado por Reches y Gazit [11] se obtuvieron nanofibras de plata a 
partir de la formación de nanotubos de PhePhe. A parte del interés de obtener las nanofibras 
de plata, también interesaba realizar el ensayo para comprobar si efectivamente las 
nanoestructuras se trataban de nanotubos y tenían un hueco interior. Se añadió a la 
solución con los supuestamente nanotubos, una solución con iones Ag+. Esta solución se 
sometió a ebullición y los iones Ag+ fueron reducidos a Ag elemental mediante citrato de 
sodio. A continuación esta solución se sometió a incubación durante 1 hora con una 
solución que contenía proteinasa K. 
 
Figura 4.19 Esquema de la producción de la nanofibra de plata (modificada de [11]) 
Después del ataque proteolítico se observó mediante microscopía electrónica y no se 
observaron estructuras tubulares, comparado con la gran cantidad de estructuras tubulares 
observadas antes de la proteólisis. En cambio sí que observaron filamentos 
correspondientes a las nanofibras de plata producidas. 
Otras líneas de investigación consisten en intentar generar nanoestructuras por 
autoensamblaje en las cuales podemos establecer patrones de crecimiento y/o ordenación 
espacial controlados. Es un vector muy interesante ya que controlar la organización espacial 
de objetos en la escala nanométrica es un reto clave para habilitar sus potenciales 
aplicaciones tecnológicas. En una de sus muchas investigaciones, Reches y Gazit [12] 
trataron de producir nanotubos alineados de PhePhe mediante self-assembly. 
Para este propósito, el péptido de PhePhe fue disuelto en HFIP y a la solución del péptido 
se añadió un ferrofluido. Se comprobó mediante microcopia electrónica que las partículas 
magnéticas presenten en el ferrofluido no disminuyeron la formación de nanotubos.  
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Las estructuras tubulares fueron cubiertas mediante las partículas magnéticas, que se 
adhirieron a las paredes de los nanotubos debidos la acción de interacciones hidrofóbicas 
entre las partículas magnéticas y  las paredes. Después de tomar imágenes mediante SEM 
de los nanotubos formados (imagen A Figura 4.20) se expusieron los nanotubos a un campo 
exterior magnético. 
 
Figura 4.20 Nanotubos de péptido basado en fenilalanina en presencia de ferrofluido y su exposición ante 
un campo magnético. A, Imagen SEM de los nanotubos sin alinear. B, Representación esquemática de los 
nanotubos sin alinear. C, Imagen SEM de los nanotubos alineados debido a la acción del campo 
magnético. D, Representación esquemática de los nanotubos alineados debido a la acción del campo 
magnético (modificada de [12]) 
De nuevo se tomaron imágenes mediante SEM (imagen C Figura 4.20) y se comprobó que 
los nanotubos se habían alineado en la dirección del campo magnético. 
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4.6 Retos y cuestiones a superar para la aplicación 
biomédica de las nanoestructuras basadas en péptidos 
formadas por self-assembly 
Las nanoestructuras basadas en péptidos generadas mediante autoensamblaje son grandes 
candidatas para diversas aplicaciones médicas, ya que presentan grandes cualidades y 
características como su biocompatibilidad, funcionalización, condiciones no severas de 
formación, resistencia mecánica y química, etc. Sin embargo, también presentan una serie 
de retos a superar. 
En este apartado se abordarán 3 de los retos más importantes, que de superarlos, las 
aplicaciones tecnológicas que presentarían estos materiales aumentarían en gran medida. 
4.6.1 Control del tamaño 
El control del tamaño en las PBN para aplicaciones como biosensores y agentes de 
liberación controlada de fármacos es de vital importancia [6]. Si la nanoestructura portadora 
del fármaco es de mayor tamaño que la célula objetivo, el proceso de liberación de fármaco 
se dificultará y probablemente resultará en fracaso. 
La naturaleza misma del proceso de autoensamblaje dificulta el control del tamaño de la 
nanoestructura durante su síntesis. Sin embargo, mediante cambios en los parámetros de 
producción de la nanoestructura o el uso de patrones que limiten el crecimiento pueden 
ayudar a obtener nanoestructuras de dimensiones similares[6].  
Otra línea de control, puede ser el cambio de polaridad del medio en que se realiza el 
autoensamblaje. Para este tipo de control, resulta una obligación comprender todas las 
interacciones que rigen el proceso de self-assembly. 
4.6.2 Estabilidad en medios líquidos 
Si en el apartado anterior se hacía incisión en que el control del tamaño era muy importante 
en aplicaciones como la liberación controlada de fármacos, podríamos decir que la 
estabilidad en medios líquidos lo es aún más. Debido a que en estas aplicaciones 
biomédicas las PBN tendrán contacto directo con medios líquidos, es muy importante 
conseguir una cierta estabilidad en el tiempo para estas nanoestructuras. 
Hay varios estudios en la literatura en que se ha reportado la estabilidad de diferentes 
nanoestructuras en diversos medios líquidos. En el apartado 4.4.2 de resistencia a ataques 
químicos  se comprobó que las nanofibras mantenían su integridad estructural tanto en pH’s 
extremos como en diversos disolventes orgánicos tanto polares como no polares. Esta 
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estabilidad se atribuía a la mayor presencia de interacciones β sheet en las nanofibras que 
en los nanotubos. En cambio, para los nanotubos fue han sido formados por péptidos 
basados en difenilalanina no eran muy estables una vez entraban en contacto con un medio 
líquido, tales como agua o solución tampón de fosfato que son soluciones que se pueden 
encontrar comúnmente en aplicaciones biomédicas [32]. Por esta razón, es importante 
continuar estudiando la  estabilidad en medios líquidos de PNT para lograr una extensión de 
su posible aplicación en estudios biomédicos. 
4.6.3 Manipulación de las nanoestructuras 
La manipulación de las nanoestructuras obtenidas es un factor muy importante, sobre todo 
en la aplicación de las PBN como biosensores, ya que las nanoestructuras formadas han de 
ser conectadas a los electrodos correspondientes. Realizar la unión entre el mundo a escala 
macroscópica y el mundo nanoscópico en el que existen los nanotubos, nanofibras y 
nanopartículas son un reto tecnológico. Diversas técnicas e instrumentos han emergido 
gracias a la micro y nano-fabricación de componentes, que pueden ayudar a los científicos a 
superar los obstáculos por lo que respecta al tamaño a la hora de manipular entidades 
biológicas tan pequeñas como las PBN [33] [34]. 
Aparte de ser capaces de encontrar, sujetar, empujar y mover hacia una cierta posición 
estos objetos de escala nanométrica, es importante evitar cualquier daño que se pueda 
infringir en la nanoestructura como resultado de la interacción entre el instrumento de 
manipulación y el objeto. 
La manipulación de las PNB puede involucrar contacto directo con el objeto, como cuando 
se usan las puntas de la microscopía de fuerza atómica (AFM). Otra opción existente es la 
manipulación de las PBN mediante métodos de manipulación sin contacto como por ejemplo 
la dielectroforesis (DEP) o pinzas ópticas, que consisten en un láser que provee una fuerza 
atractiva o repulsiva para mover o sostener físicamente objetos dieléctricos microscópicos 
[6]. 
4.6.4 Conductividad 
La baja conductividad que presentan las PBN limita su uso como biosensores o plataformas 
de reconocimiento, este hecho hace que se requiera una etapa de funcionalización en la 
que se introducen una serie de compuestos con el objetivo de incrementar su conductividad. 
Para conseguir el incremento de la conductividad se introducen materiales tales como 
polímeros conductores, enzimas o partículas metálicas. Después de la etapa de 
funcionalización, las nanoestructuras pueden ser integradas con transductores tales como 
electrodos y ser usadas para la detección de componentes de relevancia biomédica. 
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La funcionalización con enzimas es un  punto muy interesante ya que se puede lograr 
construir biosensores con una gran especificidad en caso de conseguir implementar 
enzimas específicas para glucosa, E.coli y S.typhi que tienen relación directa con algunas 
enfermedades. En cuanto a los polímeros conductores, los permanentes avances en la 
síntesis de nuevos polímeros conductores pueden acelerar la integración en la aplicación de 
nanoestructuras biológicas obtenidas por self-assembly como biosensores.[6] 
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5. Parte experimental. Materiales y métodos 
5.1 Reactivos 
o Agua destilada 
o HFIP 
o DMSO  
o DMF  
o EtOH  
o PhePhe 
o H-(Phe)4-OH 
o Fmoc-(Phe)4-OH 
o Fmoc-(Phe)4-OFm 
o H-(Phe)4-OBzl 
5.2 Material de laboratorio 
o Tubos de ensayo de plástico 
o Espátula 
o Balanza de precisión 
o Micropipetas regulables ( 500 µl, 100 µl, 20 µl, 10 µl) 
o Tubos Eppendorf 
o Agitador tipo Vortex 
o Sonicador 
o Soporte para flotación tubos Eppendorf 
o Placa calefactora 
o Cubre objetos vidrio 
o Porta objetos vidrio 
o Placas de plástico ( para colocación cubre objetos) 
o Parafilm 
5.3 Self-assembly 
Mediante el proceso de self-assembly, en primer lugar se han intentado reproducir los 
resultados reportados con PhePhe siguiendo la misma metodología que ha sido reportada 
en varias ocasiones en la literatura [27] [16]. Por otro lado se ha tratado de obtener 
nanoestructuras a partir de la nueva línea de tetrapéptidos,  provenientes de síntesis de 
laboratorio,  con diferentes solventes y condiciones de secado para tratar de obtener los 
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mejores resultados posibles. La nanoestructura perseguida en estos casos es el de 
nanofibras o nanotubos, si bien en primera instancia y observados por MO tienen la misma 
apariencia, para lograr diferenciarlo serían necesarias técnicas de caracterización más 
avanzadas cómo AFM o SEM. 
5.3.1 Preparación de stocks de las disoluciones 
Inicialmente se preparan stocks de disolución a través de los que se harán las diluciones 
necesarias para obtener las concentraciones deseadas. De manera general los stocks se 
han preparado con una concentración de 5 mg/l y se han preparado diluciones de 2 mg/l, 1 
mg/l, 0,5 mg/l, 0,3 mg/l, 0,2 mg/l y 0,1 mg/l para todas las muestras. Tal y cómo se puede 
ver el intervalo de concentraciones es pequeño, esto se debe a que los procesos de self-
assembly se ven favorecidos en soluciones a bajas concentraciones. La metodología con la 
que se han preparado los stocks de las disoluciones es la siguiente: 
1. Pesar el péptido en estado sólido en una balanza de precisión de 4 decimales en un 
pequeño frasco de plástico previamente tarado. 
2. Pipetear con una micropipeta el volumen  de disolvente necesario y verter sobre el 
recipiente dónde se ha pesado previamente el péptido. 
3. Homogeneización de la disolución con un agitador tipo Vortex  
 
Figura 5.1 Agitador tipo Vortex 
4. Sonicar la muestra para obtener una mejor disolución del péptido en el disolvente. 
El sonicado se realiza de la manera siguiente: los frascos de plástico debidamente 
sellados se introducen en un baño de agua dentro de un soporte de flotación para 
que el frasco no esté completamente sumergido. En este mismo baño se introduce 
un sonicador que transmite los ultrasonidos al agua, y el agua los transmite a la 
solución. El proceso de sonicado se realizó para todos los ensayos durante 30 
minutos. Vigilar que el sonicador no toque las paredes del recipiente que contiene el 
agua. 
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Figura 5.2 Distintos soportes de flotación para tubos Eppendorf 
Debido a que no se dispone de gran cantidad de material por lo que respecta a los 
tetrapéptidos se han preparado los stocks de manera que se consuma la menor cantidad 
posible de estos. Es por esto que de manera general los stocks se han preparado con 1 mg 
y 200 µl de disolvente. Algunas muestras eran sonicadas para seguir el mismo 
procedimiento que en algunos experimentos reportados, en que después de la disolución 
del péptido en el disolvente, se introducía la muestra en un baño con ultrasonidos [35][36]. 
El sonicado consiste en someter la disolución a ultrasonidos mediante un sonicador, que es 
el equipo que genera los ultrasonidos. Los ultrasonidos dan energía a las moléculas que se 
encuentran en disolución y puede permitir que se puedan acabar de disolver ya que algunos 
péptidos presentan alguna dificultad a la hora de disolverse totalmente, además esta 
energía puede servir para que la excitación de las moléculas favorezca el autoensamblaje.  
 
Figura 5.3 Sonicador con soporte 
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En los ensayos iniciales con (Phe)2 se comprobó que no había una diferencia significativa en 
las fibras obtenidas en las muestras a las que se sometía a sonicado y a los que no. Debido 
a este hecho las muestras de los (Phe)4  se realizó sin el sonicado previo.  
Tanto para (Phe)2 cómo para la línea de los (Phe)4 fueron utilizados los disolventes HFIP, 
DMSO y DMF. Los stocks que no eran consumidos completamente se almacenaban en una 
guardada en una nevera. Los tubos de ensayo se sellaban con Parafilm. 
5.3.2 Dilución de las disoluciones 
Cada una de las diluciones se ha realizado para todas las muestras siguiendo la 
metodología siguiente: 
1. Preparación y rotulación de 6 Eppendorf, cada uno para cada dilución. 
2. Preparación de las diferentes concentraciones añadiendo en un tubo de ensayo 
pequeño para el crecimiento de células (utilizado debido a los pequeños volúmenes 
con los que se trabaja) las correspondientes cantidades de stock al 5 mg/l y del 
medio hidrofílico. Generalmente el medio hidrofílico es agua pero en algunos 
ensayos se utilizó EtOH. Las cantidades necesarias se pueden observar en la tabla. 
 
Tabla 5.1 Relación de volúmenes de stock y agua 
Concentración [mg/l] Volumen Stock [μl] Volumen H20  [μl] 
2 40 60 
1 20 80 
0,5 10 90 
0,3 6 94 
0,2 2 98 
0,1 1 99 
3. En primer lugar se añade la cantidad de stock, que contiene el péptido, y se tapa el 
tubo Eppendorf para que no se evapore el solvente. 
4. Seguidamente se añade la cantidad requerida de agua y se homogeneíza la 
disolución. Debido a que el péptido se encuentra en un medio hidrofílico puede darse 
el proceso de autoensamblaje si las condiciones son las adecuadas. 
5. Finalmente, una vez asegurado que la disolución es homogénea se pipetean 20 μl 
con la micropipeta en placas con su correspondiente rotulación  para que se inicie el 
proceso de evaporación de los solventes. 
5.3.3 Secado de las muestras 
El secado de las muestras se ha realizado a dos temperaturas a partir de la hipótesis de que 
un secado más lento puede dar tiempo suficiente a las moléculas ordenarse para formar 
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nanoestructuras y que un secado más rápido no les daría tanto tiempo. Por eso las placas 
se colocaban o bien en una cámara de frío a T=4ºC, a temperatura ambiente en el 
laboratorio a una temperatura de aproximadamente T=25ºC. El posible efecto de la 
temperatura debido a la hipótesis anterior se discutirá en el apartado  
Concepto     Coste [€] 
Coste de reactivos       1.729,31    
Costes de personal       9.600,00    
Coste de equipos       2.894,49    
Coste de actividad     14.223,80    
Gastos generales laboratorio ( +10% coste de actividad)       1.422,38    
Subtotal PFC     15.646,18    
Coste de operación (Overhead, +21% subtotal PFC)       3.285,70    
TOTAL     18.931,88    
. 
5.4 Métodos de análisis de los resultados 
Debido a que la información que más nos interesa de los resultados es la morfología de las 
estructuras obtenidas, las muestras han sido analizadas mediante tres técnicas de 
microscopía. Inicialmente se observaron las muestras en el microscopio óptico para tener 
una primera idea o aproximación de las estructuras formadas en las diferentes condiciones, 
con estas imágenes se establecía una selección de las muestras que mostraban un cierto 
crecimiento ordenado. Esta selección de muestras se pasaba a analizar mediante SEM y 
AFM para obtener imágenes con mayor detalle y más información. 
5.4.1 Microscopía óptica 
En este proyecto, el microscopio óptico resulta de gran ayuda para una primera evaluación 
de la morfología de la nanoestructura obtenida. Para este propósito es una herramienta útil 
ya que las imágenes se pueden obtener de una manera rápida y además la microscopia 
óptica resulta menos cara que  el resto de técnicas de microscopía que veremos más 
adelante, además permite ver color en las muestras [37]. 
Los microscopios ópticos se sirven de la luz visible para, mediante un sistema de lentes, 
formar una imagen aumentada del objeto en cuestión. Cuando se mira a través del ocular, 
se observa una imagen virtual aumentada respecto de la imagen real. Un microscopio óptico 
consta de los siguientes sistemas para obtener una imagen: en primer lugar un sistema de 
iluminación, que mediante un diafragma regula la cantidad de luz para una mejor 
observación del objeto, un sistema óptico que aumenta la imagen del objeto y un sistema 
mecánico mediante el cual se consigue la graduación del enfoque de la imagen aumentada.  
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En este proyecto se ha utilizado, en primer lugar para una primera evaluación el modelo de 
microscopio Carl Zeiss Standard 20 en el que se observaban las muestras y se realizaba 
una primera clasificación orientativa de los resultados. 
 
Figura 5.4 Microscopio óptico Carl Zeiss Standard 20 
Tras una primera observación en el microscopio Carl Zeiss Standard 20, se realizaba una 
segunda observación con el Carl Zeiss Axioskop 40 conectado a una cámara modelo Zeiss 
Axiocam MRc5 con tal de poder tomar fotografías y tener todas las imágenes documentadas 
y clasificadas. El ordenador estaba dotado del software Axio Vision Rel.4.8 con tal de poder 
realizar el procesamiento digital de las imágenes obtenidas mediante la cámara. 
 
Figura 5.5 Microscopio Axioskop 40, cámara Axiocam MRc5 con equipo informático 
Carl ZeissAxiocam MRc5 5 
Carl Zeiss Axioskop 40 
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5.4.2 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 
La microscopía eléctronica de barrido (SEM de sus siglas en inglés, Scanning Electron 
Microscopy) es uno de los instrumentos disponibles más versátiles para el análisis de 
morfología estructural (razón por la que es utilizado en este proyecto) y para la 
caracterización de la composición química[38]. El montaje del equipo SEM consiste en un 
cañón de electrones que dirige el haz de electrones hacia una lente condensadora, ya que 
para el SEM se requiere un haz de electrones muy delgado y a continuación pasa a través 
de una lente objetivo que vuelve a concentrar el haz de electrones para el tamaño necesario 
para analizar la muestra [39]. 
 
Figura 5.6 Esquema básico funcionamiento SEM (modificada de [39]) 
En el momento en que el haz de electrones incide en la muestra, que previamente ha sido 
preparado con un recubrimiento de carbono, desde la muestra se emite una serie de tipos 
de electrones y de diferentes ondas electromagnéticas. También una parte de los electrones 
es absorbida. 
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Figura 5.7 Emisión de electrones y ondas electromagnéticas de la muestra [39] 
A continuación, los electrones secundarios son detectados y mediante una amplificación de 
señales y un tratamientos mediante un software de las señales se representa la imagen en 
el monitor. Toda la columna se encuentra sometida a un vacío de 10-3-10-4 Pa[39]. 
El análisis de las muestras obtenidas se llevo a cabo con el equipo de haz de iones 
focalizados de la marca Carl Zeiss, modelo Zeiss Neon 40 EsB FIB-SEM (Crossbeam) que 
se encuentra en el CRNE (Centre for Research in NanoEngineering) de la ETSEIB. 
 
 
Figura 5.8 Equipo de SEM, modelo Zeiss Neon 40 EsB FIB-SEM Crossbeam del CRNE 
La muestra se prepara colocándola en un soporte de carbono, que básicamente consta de 
una cinta adhesiva de carbono. El objetivo de colocar la cinta de carbono es el de hacer que 
el soporte pueda ser conductor y de esta manera descargar los electrones que son 
absorbidos por la muestra, tal y como muestra la Figura 5.7. 
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5.4.3 Microscopía de fuerza atómica (AFM) 
La microscopía de fuerza atómica (AFM de sus siglas en inglés, Atomic Force Microscopy) 
es un tipo de microscopía de alta resolución que es capaz que crea las imágenes a partir de 
la medición de las fuerzas que se generan entre una fina punta y la muestra [40].  
El proceso de la formación de la imagen consta de las siguientes partes (que se ven en el 
esquema detallado de la Figura 5.9): en primer lugar la punta rastrea la muestra y a raíz de 
las fuerzas producidas se produce una vibración que es transmitida al cantilever. Un laser 
incide sobre el cantiléver y al reflejarse es captado por un fotodiodo que da un cierto voltaje 
dependiendo de cómo incida el laser en él. Las señales correspondientes a las fuerzas 
normales y laterales que se han generado se envían a un sistema electrónico de alto voltaje 
que amplifica las señales. Estas señales se procesan mediante el procesador digital de 
señales (DSP de sus siglas en inglés, Digital Signal Processor) y mediante el software para 
generar la imagen [41]. 
 
Figura 5.9 Representación esquemática del funcionamiento del AFM (modificado de [41]) 
Para el análisis mediante AFM de las muestra se utilizó el equipo de la marca Veeco, 
modelo Dimension 3100 Nanoman, que se encuentra en el CRNE de la ETSEIB. Las 
muestras no requirieron preparación previa, tan solo se colocan en el soporte mediante un 
adhesivo de doble cara. 
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Figura 5.10 Equipo AFM, modelo Dimension 3100 Nanoman del CRNE 
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6. Resultados y discusión 
6.1 Self-assembly H-(Phe)2-OH  
En primer lugar los ensayos se llevaron a cabo con PhePhe, esta acción inicial es debida a 
que se tenían constancia de varios artículos en la literatura en que se conseguían nanofibras 
mediante self-assembly a partir de PhePhe [35].  
Como disolvente fueron  utilizados diferentes disolventes: HFIP, DMF, DMSO y como 
agentes hidrofílicos  fueron usados agua y  etanol. Las condiciones de temperatura se 
establecieron T=25 ºC y posteriormente en una cámara de frío a 4ºC. Al observar que a 
T=4ºC se favorecía la formación de nanoestructuras ordenadas, a partir de la primera 
muestra de HFIP-Agua sólo se realizaron secados en frío. 
El objetivo de realizar este ensayo fue el de familiarizarse con el procedimiento 
experimental, comprobar la reproducibilidad de dichos resultados ya reportados y por último 
establecer los resultados obtenidos a partir de (Phe)2 como control. De este modo podíamos 
establecer una comparativa entre los resultados obtenidos con (Phe)2, que ya ha mostrado 
capacidad de autoensamblarse para dar lugar a nanoestructuras ordenadas, y los nuevos 
compuestos con los que se trata de buscar condiciones que favorezcan el self-assembly. 
A continuación, se muestra la evolución cronológica de los ensayos y la evaluación de los 
resultados obtenidos en base a imágenes obtenidas a través de microscopía óptica. A partir 
de una selección inicial, las muestras que mostraban morfologías más interesantes de 
estudio fueron posteriormente analizadas mediante SEM y AFM. 
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6.1.1 Efecto de los solventes HFIP-Agua 
6.1.1.1 Evaporación a T=25 ºC 
Este ensayo, al ser el primer ensayo que se realizó no siguió el intervalo de concentraciones 
que siguen los demás ensayos. En  una prueba inicial en la que se preparó una disolución a 
5 mg/l y otra a 0,8 mg/l, para realizar el primer ensayo se a partir de las observaciones en el 
microscopio óptico se estableció el intervalo de concentraciones de 5 mg/l, 4 mg/l, 1 mg/l, 
0,8 mg/l y 0,5 mg/l.  
A pesar de que la observación de las muestras mediante microscopio óptico son para una 
primera aproximación, se puede ver que en todo el intervalo de concentraciones propuesto 
se han formado estructuras ordenadas con un aspecto inicial de nanofibras. Mediante SEM 
podremos comprobar si son fibras o bien nanotubos, con un hueco en el interior de la 
estructura.  Debido a que la morfología observada en el microscopio óptico es prácticamente 
idéntica en todo el intervalo de concentraciones, tan solo se eligieron tres muestras para 
analizar mediante SEM, que fueron las de 1 mg/l, 0,8 mg/l y 0,5 mg/l debido a que se 
encuentran en el intervalo con el que se trabajaría a partir de este ensayo. 
Al observar las imágenes SEM podemos comprobar con mayor claridad la apariencia de 
fibras que tienen las nanoestructuras formadas. Se pudieron captar imágenes de extremos 
de fibras, pudiendo comprobar así si se trataba de nanofibras o nanotubos. En las imágenes 
complementarias de los Anexos de este ensayo, en algunas imágenes se intuye un hueco 
en el centro de la estructura fibrosa, no se puede ver con claridad ya que la resolución de la 
imagen no es la correcta, aun así más adelante se podrán observar imágenes dónde se 
puede ver con mayor claridad el hueco formado y que por tanto nos lleva a la conclusión de 
que la estructura formada es un nanotubo. Dado que son los primeros ensayos, no se 
tomaron imágenes con AFM. Más adelante en el apartado 6.1.1.2 veremos imágenes de 
fibras de PhePhe mediante AFM 
De forma general las estructuras tienen un crecimiento de tipo ramificado. La estructura 
parte de una ‘rama’ inicial y a partir de esta van surgiendo múltiples ramas. Este efecto se ve 
sobretodo de una manera muy clara si nos fijamos en la imagen correspondiente a la 
concentración de 0,8 mg/l de la Tabla 6.1, una rama relativamente gruesa se bifurca en 
múltiples ramas que a su vez dan lugar a más ramas, dónde también se pueden apreciar 
algunas fibras rotas. 
Dado a la facilidad que tiene el (Phe)2 para formar fibras no se ven diferencias significativas 
en las estructuras formadas para las diferentes concentraciones, la única apreciación que se 
puede hacer, y que es debida evidentemente al factor de la concentración, es que en las 
Pág. 58  Memoria 
 
muestras con mayor concentración de péptido hay una mayor cantidad de fibras por unidad 
de superficie. 
Tabla 6.1 Imágenes microscopio óptico y SEM. (Phe)2, HFIP-Agua, T=25ºC. (A y D: 1 mg/l, B y E: 0,8 mg/l, 
C y F: 0,5 mg/l) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Microscopio óptico SEM 
  
  
  
A D 
B E 
C F 
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6.1.1.2 Evaporación a T= 4ºC 
A partir de la hipótesis de que con un secado en frío, y consecuentemente más lento, se le 
da más tiempo a las moléculas para auto-ordenarse, y por lo tanto es posible que se formen 
más fibras. En el caso de la (Phe)2 prácticamente no se observa diferencia alguna, pues la 
(Phe)2 tiene mayor facilidad para auto-ensamblarse y no presenta ningún problema de 
formación de fibras a temperatura ambiente. Comparado con los tetrapéptidos, 
probablemente este hecho se debe al tamaño de la molécula, en la (Phe)2, al tener dos 
grupos Phe menos puede ordenarse e interaccionar con el medio hidrofílico (en este caso 
agua y por lo tanto con los grupos H+ y OH-) que se le proporciona. 
En las concentraciones más pequeñas se empieza a ver que no se forman fibras. En 
concentraciones como es por ejemplo la de 0,2 mg/l se encuentran muestras que contienen 
muy poco material y por lo tanto las moléculas tienen menor capacidad de interaccionar 
entre si y auto-ensamblarse. En algunos casos a mayor concentración también se ha 
observado este fenómeno. La anterior situación puede deberse a varios factores: en primer 
lugar, el error experimental acumulado ya que se trabaja con cantidades muy pequeñas, 
tanto de pesada de sólido a la hora de efectuar la pesada y de medida de volumen de  
líquidos; en segundo lugar puede ocurrir que la disolución no sea perfectamente 
homogénea, produciendo así zonas de diferentes concentraciones y se pipetee una gota 
que se encontrara en una zona que presente una concentración menor a la que debería 
tener la muestra en su conjunto.  
 En este documento esas imágenes no se han tomado en consideración pues no resultan de 
interés. Sin embargo, se pueden encontrar en los Anexos que contienen todas las 
imágenes. 
En cuanto a la diferencia que se puede extraer entre el secado a temperatura ambiente y en 
frío (T=4ºC). De una forma completamente cualitativa y a partir de la simple observación, se 
podría decir que las fibras formadas en frío son más delgadas  y tienen una estructura más 
filamentosa que las formadas a temperatura ambiente. 
Cómo muestra representativa para analizar mediante SEM se ha elegido la muestra de 0,5 
mg/l, las imágenes se muestran a continuación con imágenes del microscopio óptico y AFM 
en la siguiente tabla: 
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Tabla 6.2 Imágenes microscopio óptico, SEM y AFM. (Phe)2, HFIP-Agua, T=4ºC. (A: 2mg/l, B: 0,5 mg/l, C: 
0,3 mg/l, D-I: 0,5 mg/l) 
A partir del análisis de las muestra a través de SEM podemos comprobar que tal como se 
preveía a partir de la observación con microscopía óptica las nanofibras (o posibles 
nanotubos) son de un diámetro inferior que las observadas a temperatura ambiente. Como 
punto diferencial, si nos fijamos en las imágenes de SEM se observa que hay pequeñas 
partículas presentes en todas las muestras, que no han llegado a ordenarse. Este efecto se 
aprecia claramente en las imágenes SEM de la Tabla 6.2, además en la colección de 
imágenes en los anexos se puede observar  en distintas imágenes de esta sería una gran 
concentración de estas partículas que no han sido capaces de ordenarse en los extremos 
Microscopio óptico SEM AFM 
   
   
   
A D 
B E 
C F 
G 
H 
I 
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de las fibras. Estas pequeñas partículas se encuentran repartidas por toda la muestra y 
también depositadas sobre las fibras formadas. 
6.1.2 Efecto de los solventes HFIP-Etanol. Evaporación a T=4ºC 
Se realiza de nuevo un ensayo con secado en frío, esta vez modificando el cosolvente. Se 
utiliza etanol en vez de agua, que es un solvente menos polar que el agua. Se pretende 
estudiar qué efecto tiene aplicar un cosolvente menos polar, la idea es que al no encontrarse 
en un medio tan hidrofílico como el que proporciona el agua, las moléculas puedan llegar a 
disponerse de una manera distinta a la que lo hacen con el agua. 
A partir de la primera observación se ve una estructura filamentosa de fibras delgadas, a 
priori no se ven grandes diferencias respecto al ensayo en el que se utiliza agua como 
cosolvente. Para un análisis más real de las fibras se analizan mediante SEM las muestras 
correspondientes a la concentración de 0,3 mg/l, considerada como una muestra 
representativa de la serie. 
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Tabla 6.3 Imágenes microscopio óptico, SEM y AFM. (Phe)2, HFIP-Etanol, T=4ºC. (A: 2mg/l, B: 0,5 mg/l, C: 
0,3 mg/l, D-I: 0,3 mg/l) 
 
En estas estructuras formadas, volvemos a ver el tipo de crecimiento ramificado que se 
aprecia, por ejemplo, en la imagen D de la Tabla 6.3. Si no se encuentran núcleos aislados 
es difícil de apreciar este tipo de crecimiento, si observamos imágenes como la imagen C de 
la Error! No s'ha trobat l'origen de la referència. solo observamos una gran red fibrosa, a 
causa de la concentración de material. En esta muestra se ha conseguido tomar una imagen 
que revela claramente que estas estructuras formadas son nanotubos. Si nos fijamos en la 
imagen F de la Tabla 6.3 podemos observar el extremo de una fibra, en el que se puede 
apreciar el poro. 
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Generalmente, a partir de la primera observación, nos referimos a las nanoestructuras como 
fibras o estructuras fibrosas dado que es la información inicial de la que se dispone. En la 
medida de la posible se han intentado tomar imágenes que revelen si las estructuras son 
nanofibras o bien nanotubos, lamentablemente no se pueden conseguir imágenes como la 
imagen F en todas las muestras. 
6.1.3 Efecto de los solventes DMF- Agua. Evaporación a T=4ºC 
En el ensayo en el que se realizó el autoensamblaje en el medio DMF-Agua con 
evaporación con temperatura controlada a T=4ºC, tal y como se puede observar en las 
imágenes de microscopia óptica tan solo se detectó una estructura ordenada en la 
concentración de 1 mg/l. 
La estructura es de tipo ramificada, con fibras no excesivamente largas y con distintos 
núcleos de inicio del autoensamblaje para la molécula de (Phe)2. 
Tabla 6.4 Imágenes microscopio óptico. (Phe)2,  DMF-Agua, T=4ºC (A: 2 mg/l, B: 1 mg/l, C: 0,5 mg/l, D: 0,3 
mg/l) 
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6.1.4 Efecto de los solventes DMSO- Agua. Evaporación a T= 25 ºC 
El autoensambla del dipéptido utilizando como cosolvente el DMSO no ha dado resultado 
alguno. En ninguna de las concentraciones se ha detectado un crecimiento ordenado que 
corresponda a estructuras generadas a partir de self-assembly. 
Las formaciones que se pueden observar en las imágenes A y B de la Tabla 6.5 
.Probablemente corresponden a la cristalización de sales que se encontrarán como 
impureza en el disolvente utilizado. 
 
 
Tabla 6.5 Imágenes microscopio óptico. (Phe)2, DMSO-Agua, T=25ºC (A: 1 mg/l, B: 1 mg/l, C: 0,5 mg/l, D: 
0,3 mg/l) 
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6.2 Self-Assembly H-(Phe)4-OH 
Para el inicio de los ensayos con tetrapéptidos, se ha empezado con el H-(Phe)4-OH sin 
ningún tipo de modificación en ninguno de sus extremos. Debido a su estructura molecular, 
que es la misma que la del (Phe)2 pero con dos unidades más de fenilalanina, se espera un 
comportamiento parecido, o como mínimo con la mismas afinidades que el (Phe)2 y por lo 
tanto, en principio, el autoensamblaje se verá más favorecido con la presencia de medios 
polares. 
6.2.1 Efecto de los solventes HFIP-Agua 
En primer lugar, se intenta realizar el self-assembly del primer tetrapéptido utilizando la 
mezcla de disolventes HFIP y agua, pues ha demostrado tener un excelente resultado para 
el dipéptido. Por esta razón, son la mezcla de disolventes que se han utilizado como punto 
de partida tanto para el H-(Phe)4-OH como para los restantes tetrapéptidos. 
 
6.2.1.1 Evaporación a T=25 ºC 
 
En los resultados obtenidos mediante la evaporación de la gota a T=25 ºC se pueden hacer 
distintas apreciaciones. Primero se observa que para las concentraciones más elevadas las 
moléculas no llegan a estructurarse de manera ordenada y forman unos agregados en los 
que no se detecta ningún tipo de crecimiento ordenado. Las imágenes correspondientes a 
estas condiciones pueden encontrarse en los Anexos. 
Siguiendo el orden decreciente en concentraciones se empiezan a observar pequeñas fibras 
cortas sin llegar a formar largas fibras como ocurría para el (Phe)2. Si se observa en  
concreto la imagen B  de la Tabla 6.6, se aprecia una red fibrosa. Esta imagen corresponde 
a un borde de la gota, que como se verá más adelante en otros ensayos es una zona donde 
se genera con cierta tendencia de manera inicial la estructura ordenada en forma de fibras. 
Para poder observar con más detalle la morfología de las redes de fibras formadas en las 
concentraciones 0,5 mg/l y 0,3 mg/l se han tomado imágenes SEM de éstas. También se 
tomaron imágenes AFM de la muestra de 0,5 mg/l. 
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Tabla 6.6 Imágenes microscopio óptico, SEM y AFM. H-(Phe)4-OH, HFIP-Agua, T=25 ºC. (A, C, D: 0,5 mg/l, 
B, E, F: 0,3 mg/l, G-J: 0,5 mg/l) 
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Analizando las imágenes tomadas se puede verificar claramente una estructura de tipo 
nanofibra para el H-(Phe)4-OH. Si bien no, el aspecto de las fibras no es exactamente igual 
al de las fibras producidas en el (Phe)2. Se diferencian más las zonas que se han 
denominado como núcleos de donde parte el autoensamblaje, ya que el material se 
encuentra mucho más agregado y no se observa una estructura de una manera clara hasta 
que el material no se aleja del núcleo y se disciernen de una manera más las fibras. Por otro 
lado, las fibras presentan más irregularidades y rugosidades en su superficie. 
Si tomamos a modo de ejemplo las imágenes C y E de la Tabla 6.6 (que corresponde al 
borde de una gota) podemos observar zonas en que el material parece que se ha quedado 
a medio proceso de formar las fibras. En esta figura hay zonas de material en que se puede 
detectar alguna fibra, otras en las que se detectan agregados y otras en que se ven 
estructuras que tienen el aspecto de haberse quedado a mitad del proceso de 
autoensamblaje. 
Al realizar las mismas observaciones para la muestra de concentración de 0,5 mg/l se 
detectan las mismas nanoarquitecturas que para las muestras de 0,3 mg/l. La única 
diferencia radica en la mayor cantidad de material en la muestra de 0,5 mg/l que en la de 0,3 
mg/l que, evidentemente, se debe a la concentración. De la misma manera que en la 
anterior muestra vemos zonas de crecimiento ordenado en forma de fibras y otras zonas en 
que el crecimiento ordenado no se ha llegado a realizar adecuadamente. 
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6.2.1.2 Evaporación a T= 4ºC 
Debido a la observación anterior, en la que algunas zonas de material no tenían tiempo para 
autoensamblarse se ha intentado solventar este problema disminuyendo la velocidad de 
evaporación, efectuando la evaporación en una cámara fría a T=4ºC en vez de efectuarla a 
temperatura ambiente. 
Las imágenes de microscopía óptica muestran que bajo unas condiciones de velocidad de 
evaporación más lentas también se forman estructuras ordenadas en forma de fibras. En 
este caso podemos observar en todas las imágenes del microscopio óptico de la Tabla 6.7 
que siguen existiendo zonas de agregados en el que el material no llega a ordenarse, pero 
por otro lado también se puede ver que las fibras formadas, a priori, son más delgadas y 
presentan menos irregularidades que mediante la evaporación a temperatura ambiente. 
De nuevo, para una mejor apreciación de las fibras se tomaron imágenes mediante SEM y 
AFM de una muestra seleccionada correspondiente al 0,5 mg/l de concentración del 
tetrapéptido. 
Para las fibras obtenidas a partir del secado en frío, mediante SEM se puede ver que pese a 
que todavía se forman agregados, las fibras aparecen con menor presencia de agregados. 
La presencia de agregados se puede observar a modo de ejemplo en las figuras D, E y F de 
la Tabla 6.7 correspondientes al SEM. Por otro lado, tal y como ya se podía apreciar 
mediante la observación a través de microscopía óptica las fibras son más delgadas 
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Tabla 6.7 Imágenes microscopio óptico, SEM y AFM. H-(Phe)4-OH, HFIP-Agua, T=4 ºC. (A y B: 0,5 mg/l, C: 
0,3 mg/l, D-I: 0,5 mg/l) 
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6.2.2 Efecto de los solventes HFIP- Etanol. Evaporación a T=4ºC 
Tal y como hemos visto en los ensayos en los que se ha utilizado HFIP-Agua, pese a que se 
ha logrado obtener nanoestructuras con éxito, es difícil evitar la formación de agregados 
pese a que se disminuya la velocidad de evaporación. A estos efectos, para tratar de reducir 
aún más la velocidad del proceso se ha utilizado etanol como cosolvente en vez de agua.  
La hipótesis con la que se parte para realizar este cambio es que al utilizar etanol en vez de 
agua como cosolvente es la siguiente: si exponemos al tetrapéptido a un medio menos 
hidrofílico que el agua, los anillos aromáticos presentes en el tetrapéptido no interaccionarán 
de manera tan rápida con las moléculas del disolvente inicial HFIP. 
Las imágenes de la Tabla 6.8 (tanto microscopio óptico como SEM) muestran como a partir 
de la utilización de etanol como cosolvente también se generan estructuras ordenadas. Esta 
vez, en cambio, no se trata de redes de nanofibras sino de fibras mucho más cortas sin 
formar redes y presentes en gran cantidad, esta vez sin formar grandes agregados como 
ocurría al utilizar agua como cosolvente. 
Al observar las imágenes obtenidas mediante SEM, se detecta una presencia de nanofibras 
más generalizada en toda la muestra en comparación con la muestra en la que se utilizaba 
agua como cosolvente. Por otro lado, también cabe destacar que tal y cómo se preveía en 
las observaciones a través del microscopio óptico, las fibras obtenidas son más cortas. 
Estableciendo una comparación con las muestras en que se usa agua como cosolvente, se 
puede terminar que en las mismas condiciones de secado (T=4ºC) se obtienen más núcleos 
de material agregado en la muestra en que se utiliza etanol como cosolvente que en la que 
se utiliza agua. Este hecho puede deberse a que, al ser el agua un disolvente mas 
hidrofílico, provoca una mayor fuerza de repulsión a los anillos aromáticos del tetrapéptido 
que hace que se autoensamblen con mayor facilidad y permanezcan formando agregados 
tal y como le ocurre a la muestra en que se utiliza etanol como cosolvente. 
De manera esperada y reiterada tal y cómo se ha podido observar en todas las muestras, se 
encuentra mayor densidad de material al aumentar la concentración. Debido a esto, a veces 
resulta más útil la visualización de muestras con menor concentración para apreciar mejor 
algunos detalles de la estructura ya que encontramos nanoestructuras más aisladas. Si nos 
fijamos en la imágenes E y G de la Tabla 6.8 , se puede ver un núcleo de material agregado 
no visible mediante el microscopio óptico, que da la sensación de que en un inicio se haya 
empezado a estructurar el material para formar nanofibras pero se ha quedado a medio 
proceso. También se observa que la estructura de crecimiento es igual que las observadas 
anteriormente: un crecimiento ramificado a partir de diversos núcleos de inicio, aunque este 
crecimiento de tipo ramificado solo es apreciable a través del SEM. 
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Tabla 6.8 Imágenes microscopio óptico, SEM y AFM. H-(Phe)4-OH, HFIP-Etanol, T=4 ºC. (A, B, E, F: 2 mg/l, 
C, D, G, H: 1 mg/l, I-L: 1 mg/l) 
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6.2.3 Efecto de los solventes DMSO-Agua. Evaporación a T=25 ºC 
Una vez visto el éxito del proceso de autoensamblaje para formar nanoestructuras que se 
obtienen utilizando como disolvente principal el HFIP, se decide pasar a realizar un ensayo 
utilizando como disolvente principal el DMSO y como cosolvente el agua. 
Los ensayos en los que se ha utilizado DMSO como disolvente principal, se han realizado 
siempre a T=25º C debido a que el punto de solidificación del DMSO se encuentra a T= 
19ºC, haciendo inviable el ensayo a T=4º C. 
Tabla 6.9 Imágenes microscopio óptico. H-(Phe)4-OH, DMSO-Agua, T=25ºC (A: 2 mg/l, B: 1 mg/l, C: 0,5 
mg/l, D: 0,3 mg/l) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados obtenidos que se pueden observar en las imágenes del microscopio óptico 
del ensayo con DMSO como disolvente principal, no revelan ningún tipo de crecimiento 
ordenado. En todo el intervalo de concentraciones tan solo se observan agregados de 
material sin rastro de fibras o intento de formación de fibras. 
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6.3 Self-Assembly Fmoc-(Phe)4-OH 
En este apartado se analizarán los resultados de los ensayos realizados con el Fmoc-
(Phe)4-OH, la única diferencia entre este tetrapéptido y el del ensayo anterior es que en el 
extremo N-terminal se substituye el hidrógeno por el grupo Fmoc. 
A priori, este hecho disminuye la interacción por puentes de hidrógeno en caso de que el 
tetrapéptido se encuentre en un medio polar, ya que al no poseer hidrógeno en el extremo 
N-terminal se pierde esa interacción. 
6.3.1 Efecto de los solventes HFIP-Agua 
Del mismo modo que con el primer tetrapéptido se inician los ensayos con la combinación 
de los disolventes HFIP y agua, veremos más adelante que esta combinación es utilizada 
para todos los tetrapéptidos, pues es la mezcla de disolventes más probada y más 
reportada en todos los artículos de investigación consultados. 
La hipótesis de la que se parte es que en el caso de obtener fibras, se producirán en menor 
cantidad y/o calidad debido al hecho que se ha comentado anteriormente: si el principio 
básico por el que se autogeneran las nanoestructuras, que son las interacciones por 
puentes de hidrógeno, se ven reducidas, entonces consecuentemente se reducirá la 
conformación de nanoestructuras. Esta hipótesis será aceptada o bien descartada una vez 
observados los resultados obtenidos. 
6.3.1.1 Evaporación a T= 25 ºC 
En las imágenes del microscopio óptico del primer ensayo realizado a una temperatura de 
25ºC puede ver que en las concentraciones de 2 mg/l y 1 mg/l tan sólo se producen 
agregados, por lo que no han sido incluidos en este documento por no ser de interés. Aun 
así pueden encontrarse en los Anexos. Si avanzamos en orden descendente de 
concentración, se puede ver que aparecen algunas pequeñas fibras cortas en la muestra, 
pero de manera muy dispersa y que no llega a ser representativo de la muestra. En este 
caso, ninguna muestra ha sido seleccionada para ser observada a través de SEM. 
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Tabla 6.10 Imágenes microscopio óptico. Fmoc-(Phe)4-OH, HFIP-Agua, T=25ºC  (A: 0,5 mg/l, B: 0,3 mg/l, C: 
0,2 mg/l, D: 0,1 mg/l) 
 
 
6.3.1.2 Evaporación a T= 4ºC 
De nuevo, pasamos a repetir el ensayo pero estableciendo una temperatura de secado de 
T=4 ºC. De este modo se intenta que al reducir la velocidad de evaporación, las moléculas 
tengan un mayor tiempo para autoensamblarse. 
La Tabla 6.11 revela que en todo el intervalo de concentraciones no se obtiene ni una 
nanoestructura con crecimiento ordenado, todas las imágenes muestran agregados de 
material sin ningún tipo de arquitectura concreta. Por lo tanto, ninguna imagen fue 
seleccionada para ser valorada con SEM. 
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Tabla 6.11 Imágenes microscopio óptico. Fmoc-(Phe)4-OH, HFIP-Agua, T=4ºC  (A: 1 mg/l, B: 0,5 mg/l, C y 
D: 0,3 mg/l) 
 
 
 
6.3.2 Efecto de los solventes HFIP- Etanol. Evaporación a T=4ºC 
Para el Fmoc-(Phe)4-OH se realizó también el ensayo utilizando el etanol. Para comprobar si 
la presencia de un cosolvente menos polar facilitaba la capacidad de esta molécula para 
conformar una nanoestructura ordenada. 
El uso de etanol como cosolvente no resultó con éxito para obtener nanofibras de este 
tetrapéptido. Las dos muestras de mayor concentración no han sido incluidas en este 
documento ya que muestran agregados de material sin ningún tipo de orden, aun así igual 
que las anteriores muestras, se pueden encontrar en el documento de Anexos. Por otro 
lado, si observamos las imágenes que corresponden a concentraciones menores, se puede 
ver que el material aparece de forma más dispersado y con una estructura aparentemente 
de pequeñas esferas. Para poder comprobar mejor la morfología de la estructura que ha 
tomado el material en las concentraciones más baja, se toma como muestras 
representativas las de concentración 0,5 mg/l y 0,3 mg/l que serán analizadas mediante 
SEM.  
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Tabla 6.12 Imágenes microscopio óptico, SEM y AFM. Fmoc-(Phe)4-OH, HFIP-Etanol, T=4 ºC. (A, C, D: 0,5 
mg/l, B, E, F: 0,3 mg/l, G y H: 0,3 mg/l) 
 
Microscopio óptico SEM AFM 
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Tal y como se puede observar en la imagen A de Tabla 6.12 correspondiente a la muestra 
de concentración 0,5 mg/l, la aparente estructura de nanoesferas que se detectaba en el 
óptico simplemente se debía a la poca definición de la imagen. Una vez observada a través 
de SEM se comprueba que no se trata de nanoesferas, sino de agregados con una cierta 
forma circular, pero en absoluto se trata de micro o nanoesferas. 
En las imágenes SEM de la Tabla 6.12 correspondientes a la concentración de 0,3 mg/l, en 
una zona de agregados se detecta la formación de unas estructuras en forma de fibras con 
defectos que pueden ser apreciados con detalle. Los defectos que hay en las estructuras 
que aparentemente son nanofibras, podrían revelar que se trata de nanotubos ya que estas 
estructuras parecen huecas en su interior, de todos modos no se trataría de estructuras de 
buena calidad ya que poseen demasiados defectos. Además no son una fracción 
representativa de la muestra, pero ha sido comentado ya que pese a no producirse el 
crecimiento ordenado de una forma mayoritaria en la muestra, este hecho pone de 
manifiesto la tendencia natural de estos compuestos a ordenarse bajo una serie de 
condiciones. Esta muestra también fue analizada con AFM. 
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6.3.3 Efecto de los solventes DMF- Agua. Evaporación a T=4º C 
Los ensayos efectuados con la mezcla de solventes DMF y agua no han resultado en 
ningún crecimiento ordenado, las imágenes presentadas en la Tabla 6.13 muestran que en 
todo el intervalo de concentraciones tan solo encontramos el material agregado. Dado que 
no se ha considerado que ninguna muestra sea de interés, no ha habido observaciones a 
través de la técnica SEM. 
Tabla 6.13 Imágenes microscopio óptico. Fmoc-(Phe)4-OH, DMF-Agua, T=4ºC  (A: 0,5 mg/l, B: 0,3 mg/l, C: 
0,2 mg/l, D: 0,1 mg/l) 
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6.3.4 Efecto de los solventes DMSO-Agua. Evaporación a T= 25 ºC 
El ensayo en el que se trata de realizar el autoensamblaje mediante el uso de DMSO como 
disolvente principal y agua como cosolvente, no da como resultado crecimiento ordenado en 
ninguna de las concentraciones en las que se han realizado los ensayos. De la misma 
manera que en el ensayo anterior, al no obtener ninguna imagen que pueda ser objeto de 
una observación más detallada, no se ha realizado SEM de estas muestras. 
 
 
Tabla 6.14 Imágenes microscopio óptico. Fmoc-(Phe)4-OH, DMSO-Agua, T=25ºC  (A: 0,5 mg/l, B: 0,3 mg/l, 
C: 0,2 mg/l, D: 0,1 mg/l) 
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6.4 Self-Assembly Fmoc-(Phe)4-OFm 
En este apartado se analizarán los resultados de los ensayos realizados con el Fmoc-
(Phe)4-OFm, en este caso los dos extremos del péptido, tanto el extremo N-terminal como el 
extremo C-termina están substituidos por el grupo Fmoc. 
Partiendo de la misma premisa que para el Fmoc-(Phe)4-OFm, la interacción por puentes de 
hidrógeno será aún menor ya ahora la molécula tienes los dos extremos substituidos por el 
grupo Fmoc. 
6.4.1 Efecto de los solventes HFIP-Agua 
6.4.1.1 Evaporación a T= 25 ºC 
En el primer ensayo a la temperatura de 25ºC, de la misma forma que se ha podido 
observar con los anteriores tetrapéptidos que tienden a la simple formación de agregados y 
de manera aún más clara en las concentraciones más alta. 
En este ensayo y de manera reiterada en todos los ensayos, se puede ir observando, cómo 
una cierta reducción en la concentración favorece el autoensamblaje. En esta prueba, 
aunque de manera testimonial y para nada representativa en toda la muestra, se puede 
observar en las imágenes D, E y F de la Tabla 6.15 como se han formado algunos núcleos 
en los que de manera ramificada han crecido algunas fibras muy cortas. 
Dado a que las pequeñas estructuras ramificadas que han sido nombradas antes se 
encontraban en una proporción más pequeña y que la muestra de forma general no 
presentaba interés, no fueron realizadas observaciones a través de SEM. 
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Tabla 6.15 Imágenes microscopio óptico. Fmoc-(Phe)4-OFm, HFIP-Agua, T=25ºC  (A: 0,5 mg/l, B: 0,3 mg/l, 
C-F: 0,2 mg/l) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Microscopio óptico 
  
  
   
A D 
B E 
C F 
Pág. 82  Memoria 
 
6.4.1.2 Evaporación a T= 4ºC 
Con el propósito de que la evaporación se produjera de manera más lenta y las moléculas 
mayor oportunidad de autoensamblarse, se realizó el mismo ensayo anterior pero a la 
temperatura de 4 ºC. 
Aun así, pese a la reducción de la velocidad de evaporación, no se ha obtenido crecimiento 
ordenado en todo el intervalo de concentraciones. Debido a este hecho, ninguna imagen a 
través de SEM se ha tomado. 
 
Tabla 6.16 Imágenes microscopio óptico. Fmoc-(Phe)4-OFm, HFIP-Agua, T=4ºC  (A y B 0,5 mg/l, C y D B: 
0,3 mg/l) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Microscopio óptico 
  
  
A C 
B D 
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6.4.2 Efecto de los solventes DMF-Agua. Evaporación a T=4ºC 
El cambio de disolvente principal a DMF en lugar de HFIP tampoco ha resultado apropiado 
para el Fmoc-(Phe)4-OFm y en todas las concentraciones tan sólo se han formado 
agregados de material sin crecimiento ordenado con estructuras parecidas a las que se han 
podido ver en otras condiciones con los tetrapéptidos anteriores. 
Tabla 6.17 Imágenes microscopio óptico. Fmoc-(Phe)4-OFm, DMF-Agua, T=25ºC  (A: 0,5 mg/l, B: 0,3 mg/l, 
C: 0,2 mg/l, D: 0,1 mg/l) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Microscopio óptico 
  
  
A C 
B D 
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6.4.3 Efecto de los solventes DMSO- Agua. Evaporación a T= 25 ºC 
El presente ensayo, en el cual se ha utilizado DMSO como disolvente principal tampoco ha 
dado lugar al autoensamblaje para dar lugar a nanofibras o nanotubos del tetrapéptido en 
cuestión. Del mismo modo que en el ensayo anterior, en el que se ha utilizado DMF, tan solo  
se logran imágenes en las que se muestran agregados de material. 
 
Tabla 6.18 Imágenes microscopio óptico. Fmoc-(Phe)4-OFm, DMSO-Agua, T=25ºC  (A: 0,5 mg/l, B: 0,3 mg/l, 
C: 0,2 mg/l, D: 0,1 mg/l) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Microscopio óptico 
  
  
A C 
B D 
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6.5 Self-Assembly Fmoc-(Phe)4-OBzl 
El último de los tetrapéptidos con los que se realiza el ensayo es con el Fmoc-(Phe)4-OBzl 
que tal y como revela su estructura molecular, por el extremo N-terminal se encuentra 
substituido por el grupo Fmoc y por el extremo C-terminal por el grupo Bzl. 
Asumiendo las mismas asunciones que para los anteriores tetrapéptidos modificados, el 
Fmoc-(Phe)4-OBzl verá reducidas sus interacciones por puentes de hidrógeno ya que está 
modificado por los dos extremos. A priori se podría pensar que dado que el grupo protector 
Bzl es más pequeño que el Fmoc, la molécula tendrá una ligera mayor capacidad de 
autoensamblaje.  
6.5.1 Efecto de los solventes HFIP-Agua. Evaporación a T=25 ºC 
El intento de autoensamblaje del Fmoc-(Phe)4-OBzl mediante el uso de HFIP como 
disolvente principal y el agua como cosolvente no da lugar a resultados satisfactorios. En 
todo el intervalo de concentraciones se puede comprobar que se forman agregados de 
material sin una estructura ordenada definida. 
Tabla 6.19 Imágenes microscopio óptico. Fmoc-(Phe)4-OBzl, HFIP-Agua, T=25ºC  (A: 0,5 mg/l, B: 0,3 mg/l, 
C: 0,2 mg/l, D: 0,1 mg/l) 
 
Microscopio óptico 
  
  
A C 
B D 
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6.5.2 Efecto de los solventes DMSO-Agua. Evaporación a T=25 ºC 
En este ensayo, se logra por primera vez para un tetrapéptido modificado la obtención de 
fibras de forma generalizada por toda la muestra. 
En las imágenes que se presentan del microscopio óptico en la  
Tabla 6.20 se puede comprobar la gran presencia de fibras, sobre todo en las que 
corresponden a la concentración de 0,5 mg/l. Pese a la diferencia de solventes y de 
condiciones de autoensamblaje, se puede detectar en las imágenes que estas fibras tienen 
un crecimiento en forma de ramificaciones que parten de un punto común.  
También cabe destacar que las fibras obtenidas en el ensayo realizado con el tetrapéptido 
H-(Phe)4-OH con los disolventes  HFIP-Agua y un secado a T=4 ºC, eran fibras más largas y 
se podían observar en la muestra de forma más aislada. En esta muestra, en cambio, la 
mayoría de las fibras se encuentran enredadas las unas con las otras. Este hecho provoca 
que en algunas ocasiones no sea posible la detección de las fibras debida a la acumulación 
de material. 
En una visión más detallada a través de SEM de la muestra de concentración 0,3 mg/l, podemos encontrar 
imágenes en la  
Tabla 6.20 en las que se puede ver de una forma más clara el entramado de fibras que se 
han formado, siendo distinguibles aquellas que se encuentran en niveles más superiores. 
No se ha logrado obtener ninguna imagen en la que aparezca alguna fibra rota o algún 
extremo, para poder ver su interior y verificar si efectivamente se trata de una nanofibra o 
bien un nanotubo en caso de que el interior fuera hueco.  
En las imágenes de la  
Tabla 6.20 se pueden ver imágenes de la concentración de 0,05% que se tomaron a través 
de la técnica SEM. Igual que en las imágenes de la tabla anterior se puede ver la gran 
concentración de fibras en la muestra. En algunas imágenes, como por ejemplo en la A y la 
B, se puede ver alguna zona de menor densidad de fibras que hace que se puedan discernir 
de una manera más clara estas fibras que se han formado por autoensamblaje. También se 
realizó el AFM de la muestra de 0,5 mg/l. También se realizó el AFM de la muestra de 0,5 
mg/l. 
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Tabla 6.20 Imágenes microscopio óptico, SEM y AFM. Fmoc-(Phe)4-OBzl, DMSO-Agua, T=25 ºC. (A, B, E, F: 
0,5 mg/l, C, D, G, H: 0,3 mg/l, I-L: 0,5 mg/l) 
Microscopio óptico SEM AFM 
   
   
   
   
A 
E 
F 
C G 
H 
I 
J 
K 
L 
B 
D 
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6.6 Visión general self-assembly  
En la Tabla 6.21 se muestran a modo de resumen las condiciones en las que se han 
obtenido o no alguna nanoestructura ordenada (en este caso mayoritariamente se trata de 
nanofibras) para los tetrapéptidos. Las casillas que aparecen marcadas de color gris, 
corresponden a ensayos que por razones varias no han sido realizados. En la Tabla 6.22 se 
muestran los resultados obtenidos para la (Phe)2. 
 
Tabla 6.21 Tabla resumen (Phe)4 con resultados obtenidos (✓Presencia de fibras, X No presencia de 
fibras) 
Disolvente-
Cosolvente T[º C] H-(Phe)4-OH Fmoc-(Phe)4-OH Fmoc-(Phe)4-OFm Fmoc-(Phe)4-OBzl 
HFIP-Agua 25 ✓ X X X 
  4 ✓ X X   
HFIP-
Etanol 4 ✓ X     
DMF-Agua 4   X X   
DMSO-
Agua 25 X X X ✓ 
 
 
Tabla 6.22 Tabla resumen (Phe)2 con resultados obtenidos (✓Presencia de fibras, X No presencia de 
fibras) 
Disolvente-Cosolvente T[º C] H-Phe-Phe-OH 
HFIP-Agua 25 ✓ 
  4 ✓ 
HFIP-Etanol 4 ✓ 
DMF-Agua 4 ✓* 
DMSO-Agua 25 X 
En primer lugar, estableceremos la comparación entre el H-(Phe)4-OH y el H-(Phe)2-OH 
dado a que tienen la misma estructura , con la única salvedad de que un compuesto tiene 
dos grupos más Phe que el otro. Los dos compuestos se comportan de la misma manera 
ante los sistemas de disolvente y cosolvente: HFIP-Agua y HFIP-Etanol, generando fibras. 
Aun así, obtenemos algunas diferencias. Para el sistema HFIP-Agua, el compuesto H-
(Phe)2-OH genera unas fibras más delgadas y con menos rugosidades que el compuesto H-
(Phe)4-OH, hecho que probablemente radica en la diferencia de peso molecular, que facilita 
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al compuesto de menor peso molecular para el self-assembly. Por otro lado, los ensayos 
con DMF-Agua (* Tabla 6.22) dieron fibras en una zona de la muestra de H-(Phe)2-OH pero 
al no ser generalizado en la muestra, no se consideró representativo y por lo tanto este 
mismo ensayo no fue realizado con el H-(Phe)4-OH. Por lo que respecta a la prueba con 
DMSO-Agua ninguno de los dos compuestos ha dado resultados positivos. Podría ser que el 
DMF y DMSO no realicen una correcta disolución de los péptidos, ya que en algunos casos 
se observaba que el sólido no estaba completamente disuelto. 
Si establecemos una comparación entre el H-(Phe)4-OH y los otros tres péptidos podemos 
llegar a la rápida conclusión que el HFIP no resulta un buen disolvente para la realización 
del autoensamblaje para los compuestos con los extremos modificados, pese a que si que 
disuelve de manera correcta el sólido. 
De los tres péptidos con los extremos modificados, tan solo se ha logrado la obtención de 
fibras con el Fmoc-(Phe)4-OBzl con los disolventes DMSO-Agua. Debido a que los extremos 
modificados contienen grupos apolares que no interaccionan tanto con el disolvente HFIP 
que es muy polar, en cambio sí que pueden interaccionar más con compuestos como el 
DMSO que es de menor polaridad. Este hecho también hace contrastar que el HFIP da 
mejor resultados con los péptidos no protegidos, pues interacciona con los extremos –H y –
OH del péptido. 
 
Pág. 90  Memoria 
 
Conclusiones 
A partir de los resultados obtenidos sobre el estudio del autoensamblaje de las 
nanoestructuras de los péptidos (Phe)2, y (Phe)4, en los que se han variado condiciones de 
concentración, medio de disolución y temperatura, se pueden extraer las conclusiones 
siguientes: 
 Los dipéptidos de fenilalanina (Phe)2 se autoensamblan con mayor facilidad en 
comparación a los tetrapéptidos (Phe)4. Este hecho podría ser relacionado al número 
de unidades repetitivas. Los péptidos de mayor tamaño tienen mayor estructuración 
(p.e. apilamiento de los anillos estabilizados por compartir los -electrones) y por ello 
mayor restricción para su autoorganización.   
 Los péptidos (Phe)2 y (Phe)4 pueden ser autoensamblados usando como solvente el 
HFIP. Este autoensamblaje solo ocurre cuando el péptido tiene en sus extremos N-
terminal y C-terminal, los H+ y OH- libres, respectivamente. Los péptidos con los 
extremos bloqueados no tienen capacidad de autoensamblaje en HFIP. Por ello, se 
podría indicar que la formación de nanoestructuras entre los péptidos podría ser 
mediada por la formación de puentes de hidrógeno entre las moléculas peptídicas 
vecinas.  
 A partir de los cuatro (Phe)4 modificados por bloqueo de sus extremos N-terminal y 
C-terminal, solo uno de ellos, el tetrapéptido Fmoc-(Phe)4-OBzl fue autoensamblado 
en DMSO. La naturaleza aprótica y polar del DMSO permite el apilamiento de estos 
tetrapéptidos. Sería necesario investigar si otros disolventes similares al DMSO 
también permitirían el self-assembly de estos tetrapéptidos con extremos 
modificados. 
 La nanoestructura más frecuentemente conformada durante el autoensamblaje de 
los péptidos (Phe)2 y (Phe)4 fue la nanofibra, y morfológicamente se autoorganiza 
como una supraestructura de tipo ramificada. Con menor frecuencia, también se ha 
observado morfologías de nanotubos. 
 En general, las medidas de las nanofibras obtenidas demuestran que los péptidos 
PhePhe, H-(Phe)4-OH y Fmoc-(Phe)4-OBzl se autoensamblan en estructuras de 
escala nano/micrométrica. El diámetro de estas nanofibras fue del orden de 
nanómetros y longitudes de cientos de micras. 
 Particularmente, las fibras autoensambladas de los péptidos sin modificar de (Phe)2 
y (Phe)4 obtenidas utilizando HFIP y etanol como cosolventes, mostraron 
Materiales nanoestructurados por autoensamblaje de dipéptidos y tetrapéptidos de fenilalanina Pág. 91 
 
autoensamblaje con morfologías diferenciadas. Para el dipéptido la morfología 
correspondió a nanofibras ramificadas organizadas en agregados o clusters, 
mientras que para el tetrapéptido se observó una morfología de nanofibras  cortas y 
dispersas. 
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7. Estudio de viabilidad del proyecto 
7.1 Estudio sobre el impacto ambiental 
Este apartado trata de poner en relevancia la posible afectación al medio ambiente que 
puede conllevar la realización de este proyecto. Para ello, en primer lugar hay que identificar 
las actividades del proyecto que tienen una potencial repercusión en el medio ambiente: 
1. Uso de productos en fase sólida ( dipéptido y tetrapéptidos) 
2. Uso de disolventes  
3. Uso material diverso de laboratorio 
En este aspecto, será importante determinar la peligrosidad de las substancias involucradas 
en el proyecto y de qué forma se ha realizado la gestión de residuos en el laboratorio con tal 
de minimizar el impacto. Para llevar a cabo la clasificación de la peligrosidad de las 
substancias, se hará aplicando la clasificación según el Reglamento (CE) Nº 1272/2008 del 
Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de Diciembre de 2008, sobre clasificación, 
etiquetado y envasado de sustancias y mezclas, y por el que se modifican las directivas 
67/548/CEE y 1999/45/CE y se modifica el Reglamento (CE) Nº 1907/2006. 
A continuación se presentará una tabla con las sustancias implicadas en el proyecto y con 
sus respectivos peligros, según el reglamento mencionado anteriormente. También se 
añade una serie de consejos de prudencia de prevención que establece dicho reglamento 
dependiendo de la peligrosidad que presente la sustancia en cuestión. Cabe indicar 
también, que pese a los peligros inherentes de las distintas sustancias que intervienen en el 
presente proyecto, las cantidades con las que se han trabajado son muy pequeñas, tal y 
como se podrá comprobar en el apartado Error! No s'ha trobat l'origen de la referència. 
referente al coste de materias primas, en el que aparecerán las cantidades utilizadas.  
El material de laboratorio utilizado, tal como vidrio y papel fue reciclado. También los 
residuos plásticos, cuya totalidad proviene de las puntas desechables de las micropipetas. 
Los residuos de disolventes fueron debidamente clasificados (clorados y no clorados) y que 
en la ETSEIB son gestionados por la empresa ECOCAT. Cuando las muestras se dejaban 
para evaporar, se hacía en campanas con extracción, a pesar de que los volúmenes de las 
gotas eran muy pequeñas (20 μl) y se puede considerar negligible respecto al gran volumen 
de aire presente en el entorno. 
A modo de mención, es importante decir que si se quisiera realizar un estudio del impacto 
ambiental más exhaustivo, en caso de que se realizara un proyecto a mayor escala, sería 
conveniente realizar un Análisis de Ciclo de Vida (LCA de sus siglas en inglés, Life-cycle 
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Assesment). El LCA analiza el impacto ambiental de una manera global y no solo focalizada 
en un proceso, también tiene en cuenta las etapas previas de extracción y obtención de 
materias primeras y las posibles repercusiones del tratamiento de los residuos generados 
por el proceso, entre otros factores. 
 
Tabla 7.1 Sustancias utilizadas y sus códigos de indicación de peligro, sus correspondientes pictogramas 
y consejos de prudencia de prevención 
Sustancia 
Indicador de 
peligrosidad Pictogramas 
Consejos de prudencia 
de prevención 
Difenilalanina No aplica _ _ 
H-(Phe)4-OH No aplica _ _ 
Fmoc-(Phe)4-OH No aplica _ _ 
Fmoc-(Phe)4-OFm No aplica _ _ 
Fmoc-(Phe)4-OBzl No aplica _ _ 
Hexafluoro-2-
propanol 
H302, H332, H314 
 
P280, 
P305+P351+P338, P310 
Dimetilsulfóxido No aplica _ _ 
Dimetilformamida 
H226, H332, H312, 
H319, H360 D 
 
P201, P280, 
P305+P351+P338, 
P308+ P313 
Etanol H225 
 
P210 
 
 
 
Tabla 7.2 Descripción de los indicadores de peligrosidad 
Indicador de peligrosidad Descripción 
H225 Líquido y vapores muy inflamables 
H226 Líquido y vapores inflamables 
H302 Nocivo en caso de ingestión 
H312 Nocivo en contacto con la piel 
H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves 
H319 Provoca irritación ocular grave 
H332 Nocivo en caso de inhalación 
H360D Puede dañar al feto 
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Tabla 7.3 Descripción de los consejos de prevención de prudencia 
Consejos de prevención 
de prudencia Descripción 
P201 Solicitar instrucciones especiales antes del uso 
P210 
Mantener alejado de fuentes de calor, chispas, llama abierta o 
superficies calientes. No fumar 
P280 Llevar guantes/prendas/gafas/máscara de protección 
P305+P351+P338 
En caso de contacto con los ojos: Aclarar cuidadosamente con 
agua durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si 
lleva y resulta fácil. Seguir aclarando 
P308+P313 
En caso de exposición manifiesta o presunta: consultar a un 
médico 
P310 
Llamar inmediatamente a un centro de toxicología o a un 
médico 
 
7.2 Presupuesto del proyecto 
Para comprobar la viabilidad del proyecto, además de  comprobar el impacto ambiental que 
pueda producir el proyecto hay que hacer una evaluación económica del proyecto. Por eso, 
en este apartado se ha calculado el coste de la realización del proyecto, teniendo en cuenta 
el coste de los productos químicos que se han utilizado en los diversos ensayos, el coste de 
los equipos con los que se han evaluado los resultados y el coste del personal. También se 
han tenido en cuenta gastos de carácter general y de operación. 
A continuación se muestran diversas tablas en las que se reflejan los costes asociados a la 
realización de este proyecto. 
La Tabla 7.4 muestra los costes asociados a la adquisición de los péptidos y los disolventes 
utilizados en el proyecto. 
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Tabla 7.4 Costes de reactivos 
Péptidos       
Producto químico Precio [€/u] Consumo [u]       Coste [€] 
Phe-Phe 75 €/g 50 mg           3,75    
H-(Phe)4-OH 119 €/250 mg 25 mg           11,90    
Fmoc-(Phe)4-OH 261 €/ 250 mg 25 mg           26,10    
Fmoc-(Phe)4-OFm 265 €/ 250 mg 25 mg           26,50    
Fmoc-(Phe)4-Obzl 240 €/ 250 mg 25 mg           24,00    
Subtotal péptidos               92,25    
Disolventes       
Producto químico Precio [€/u] Consumo [u]       Coste [€] 
HFIP 1400,5 €/L 1 L     1.400,00    
Etanol 5,86 €/L 1 L             5,86    
DMSO 110,2 €/L 1 L         110,20    
DMF 121 €/L 1 L         121,00    
Subtotal Disolventes         1.637,06    
TOTAL         1.729,31    
 
Los costes de personal aparecen en la Tabla 7.5, estos costes se han calculado teniendo en 
cuento el tiempo dedicado al estudio previo y la documentación, la experimentación y el 
análisis de resultados. 
Tabla 7.5 Costes de personal 
 Precio [€/h] Tiempo de dedicación [h]    Coste  [€] 
Estudio previo y documentación 12 100             1.200    
Experimentación 15 320             4.800    
Análisis de resultados 20 180             3.600    
TOTAL                  9.600    
 
El coste de los equipos (Tabla 7.6) se ha calculado según las tarifas internas para la UPC 
del CRNE para el equipo de SEM y AFM. Los microscopios ópticos que se utilizaron fueron 
los del departamento de Ingeniería Química y no necesitaban un técnico especializado en el 
equipo. 
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Tabla 7.6 Costes de equipos 
Equipo Precio [€/h] Precio personal técnico [€/h] Horas [h]       Coste [€] 
SEM 106,74 53,52 7      1.121,82    
AFM 23,75 53,52 21      1.622,67    
Microscopia óptica 6 - 25          150,00    
 TOTAL          2.894,49    
 
Finalmente en la Tabla 7.7 se muestra la suma de los costes mencionados anteriormente. 
Se han añadido costes generales de laboratorio (agua, luz, material auxiliar, etc.) 
proporcionales al coste de actividad y también un Overhead cost que corresponde a los 
gastos operacionales del laboratorio.  
Tabla 7.7 Coste final del proyecto 
Concepto     Coste [€] 
Coste de reactivos       1.729,31    
Costes de personal       9.600,00    
Coste de equipos       2.894,49    
Coste de actividad     14.223,80    
Gastos generales laboratorio ( +10% coste de actividad)       1.422,38    
Subtotal PFC     15.646,18    
Coste de operación (Overhead, +21% subtotal PFC)       3.285,70    
TOTAL     18.931,88    
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